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Дисертационния труд съдържа 133 страници, 43 фигури, 6 таблици и 3 приложения. 
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дисертацията. Пълните наименования на цитираните литературни източници са 
включени в дисертацията. 
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УВОД 
Основа, структура и цели на дисертацията 
Частиците на дисперсната фаза (ДФ) в колоидно-дисперсните системи (КДС) 
контактуват помежду си чрез течни слоеве, образувани от дисперсната среда, които при 
определени условия се превръщат в тънки течни филми (ТТФ) с дебелина по-малка от 
100 nm. Филмът, получен между две газови фази се нарича пенен филм (ПФ). Той е 
структурен елемент на КДС пяна, затова е удобен модел за теоретично и 
експериментално изследване на силите, определящи стабилността й. Следователно, 
детайлното познаване на свойствата на ПФ позволява контролиране на образуването и 
стабилността на пяната. От една страна това ще улесни: получаване на стабилна пяна за 
хранителната [Dickinson et al, 1999] и детергентна промишлености; [Foegeding et al., 
2006; Kralchevsky et al., 1995; Exerowa et al., 1997]; за фракционирането на белтъчни 
вещества от техни смеси [Merz et al., 2011] и за получаването на метална и полимерна 
пяна за леки конструкции и термични изолации [Lefebvre et al., 2008]. От друга страна 
ще улесни разрушаването на пяната - там където тя се образува, като нежелана система, 
като пяната в пулпата при производство на хартия [Ангарска et al., 2009] като 
алвеоларната пяна в живия организъм [Lalchev et al., 1979] или пяната в 
биотехнологичните процеси, водеща до смърт на клетките. 
През последните години, като стабилизатори на пяна се използват ниско и 
високомолекулни ПАВ. Особен интерес има към смесите от тях, тъй като те обединяват 
положителните свойства на индивидуалните вещества. От високомолекулните ПАВ, 
най-предпочитани са белтъците, поради високата им повърхностна активност, при 
ниска обемна концентрация и не токсичността им. Получаването им от биологични 
течности и сложната технология на разделяне и пречистване ги прави скъпоструващи 
вещества. Поради това те се използват селективно в хранителната, фармацевтичната и 
детергентната промишлености, или се комбинират с ниско молекулни ПАВ. От 
нискомолекулните са предпочитани нейонните ПАВ, тъй като те имат висока 
повърхностна активност и са нечувствителни към промените на температурата, pH и 
концентрацията на Ca и Mg йони във водата. Нискомолeкулните и високомолекулните 
ПАВ индивидуално стабилизират ПФ в пяната по различен механизъм – чрез 
Марангони ефект или визкоеластичен ефект. Изследването на кинетичните и 
равновесни свойства на ПФ от смесени разтвори на ниско и високомолекулни ПАВ 
позволява, едновременното изучаване на двата механизма на стабилизация и 
намирането на балансирани композиционни смеси с широк спектър на приложимост. 
Особено значение за свойствата на ПФ, от смесен разтвор на белтък и нискомолекулно 
вещество, има взаимодействието между тях. То има определяща роля при подбора на 
компонентите на смесения разтвор и съотношението между тях, важни при пренасяне, 
изолиране и пречистване на белтъците. Важно условие е нискомолекулното ПАВ да 
бъде в количество, което не води до съществена промяна в нативната белтъчна 
структура, тъй като белтъците се получават за използването им като лекарства, ензими 
или кристали. Според литературата, въз основа на взаимодействието между ниско и 
високомолекулни ПАВ [Jones et al., 1975; Mackie et al., 2005; Green et al., 2006; Ruiz et 
al., 2009; Otzen et al., 2009; Otzen et al., 2011; Ruiz-Pena et al., 2010], по-добри са смесите 
от белтъци с нейонни ПАВ, тъй като последните не променят съществено 
конформацията на белтъчната молекула. Правилният подбор на смес от белтък/нейонно 
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ПАВ изисква и познаване за конкурентната адсорбция на веществата от сместа на 
фазовата граница както и познаване на реологичните свойства на образуваните от тях 
адсорбционни или нанесени слоеве [Rotenberg et al., 1983; Wege et al., 1999; Russev et 
al., 2000; Sengupta et al., 2000; Gunning et al., 2004; Damodaran et al., 2004; Mackie, et al., 
2005; Hoorfar et al., 2006; Kotsmar et al., 2009; Ferri et al., 2008, 2010; Stanimirova et al., 
2013; Marinova et al., 2013]. Взаимодействието, конкурентната адсорбция и 
реологичните свойства на слоеве в (от) смесени разтвори, поотделно, са детайлно 
теоретично и експериментално изследвани чрез: флуоресценция [Ruiz et al., 2009]; 
елипсометрия [Engerhardt et al., 2012; Stanimirova et al., 2013]; Лангмюър-Блоджет 
филми; атомно силова микроскопия [Mackie et al., 1999; Damodaran et al., 2004; Gunning 
et al., 2004; Tencer et al., 2007; Stanimirova et al., 2013] и Sum frequency generation (SFG) 
[Engerhardt et al., 2012]. Тези изследвания са проведени в обема на разтвора или са за 
монослой. Само някои от тях директно са пренесени към свойствата на макросистемата 
пяна. В още по-малък брой изследвания те са свързани с кинетичната стабилност на 
пенния филм, въпреки че е добре известно, че тя определя пенообразуването и 
изтичането на течността от пяната. Представената работа е първи опит за комплексно 
изследване на влиянието на: състава на смесения разтвор; pH, взаимодействието между 
компонентите в него и конкурентната им адсорбция върху кинетичните и равновесни 
свойства на пенен филм, стабилизиран от смес на високомолекулното и нейонно ПАВ. 
Поради горе обсъдените аспекти обект на настоящото изследване са пенни филми, 
получени от смесени разтвори на говежди серумен албумин (BSA) и n-додецил--D-
малтозид (C12G2).  
Цел на изследването: Експериментално изследване на кинетичното поведение и 
равновесното състояние на пенни филми, образувани от смесени водни разтвори на 
говежди серумен албумин и n-додецил--D-малтозид; използване на данните от него за 
оценяване на ко-адсорбцията на BSA на филмовите фазови граници и изказване на 
хипотеза за състава на филмите. 
Целта на изследването е реализирана чрез следните задачи: 
 изследване на взаимодействието между албумина и n-додецил--D-малтозида в 
смесените разтвори с два независими метода; 
 изследване на повърхностна активност на разтворите на BSA, C12G2 и на 
смесените им разтвори с различно молно съотношение между компонентите в 
тях; 
 определяне на дебелината и състава на адсорбционните слоеве, образувани от 
разтворите на BSA, C12G2 и от смесените им разтвори, чрез атомно силова 
микроскопия; 
 регистриране на еволюцията (от получаването до равновесие) на пенни филми, 
от разтворите на BSA, C12G2 и от смесените им разтвори, чрез модифициран 
интерферометричен метод; 
 изследване на кинетичното поведение на пенни филми, от разтворите на BSA, 
C12G2 и от смесените им разтвори, чрез определяне на коефициента им на 
изтъняване (в различни области от филма, дебелината в тези области в 
момента на критичното състояние и характеристичните времена 01 и 12; 
 оценяване на ко-адсорбцията на BSA в пенен филм от смесен разтвор на BSA и 
C12G2 (1:100); 
 5 
 
 изказване на хипотеза за състава на филмите от смесени разтвори на BSA и 
C12G2 на базата на данни: (i) за взаимодействието между BSA и C12G2; (ii) за 
повърхностното напрежение на разтворите; (iii) от AFM изображенията; (iv) за 
вискозитета на разтворите; (v) за кинетичното поведение и равновесното 
състояние на филмите. 
Горе плануваните изследвания са проведени с двойката от BSA и C12G2, която е 
приета за модел на HSA и нискомолекулен лиганд (метал, мастна киселина, витамин 
или лекарство) с хидрофобни свойства. Изборът на тази двойка е направен на базата на 
следните съображения:  
 BSA е глобулярен белтък, с добре изучена структура и физикохимични свойства 
[Yampolskay et al., 2006]. Той е физиологично активно вещество, което се използва, 
като модел на човешкия серум албумин (HSA), тъй като се различава от него само с 
няколко амонокиселинни остатъка.  
 n-додецил--D-малтозид (C12G2) е захаридно ПАВ с висока повърхностна 
активност и ниска токсичност. То има хидрофобна верига, подобна на тази в мастните 
киселини и някой лекарства.  
 Изучаване на взаимодействието между избраното захаридно ПАВ и BSA е 
важно, не само за получаване на информация за структурата на асоциатите им, но и за 
интерпретиране на данни за взаимодействието на албумина с лекарства. От капацитетът 
на това взаимодействие зависи разпределението на лекарството в организма, 
фармакологичния му отговор, метаболизма и динамиката му на излъчване, които от 
своя страна пък са важни за определяне на лекарствената доза.  
*** 
Дисертацията е структурирана по следния начин: 
В Глава 1 са представени особеностите, термодинамичните и кинетични 
параметри на ТТФ. Анализирани са теориите за скоростта му на изтъняване и 
критичната му дебелина. Направен е преглед на повърхностната активност на високо и 
ниско молекулни ПАВ. Направен е преглед на изследванията на ПФ, стабилизирани от 
белтъци и смесите им с нискомолекулни вещества. Представено е взаимодействието 
между ниско и високо молекулни ПАВ в обема на разтвора. Въведени са основните 
молекулни и адсорбционни параметри на говеждия серумен албумин и n-додецил--D-
малтозида.  
В Глава 2 са описани използваните материали, експериментални методи и 
изчислителни процедури. 
В Глава 3 са представени получените експерименталните резултати. За 
логическото им представяне и анализиране в тази глава са обособени пет отделни 
раздела:  
3.1. Изследване на свързването на n-додецил--D-малтозид върху молекулата на 
говеждия серумен албумин   
3.2. Изследване на повърхностната активност на разтворите на BSA, C12G2 и на техните 
смесени разтвори.  
3.3. Определяне на дебелината и състава на адсорбционните слоеве, образувани от 
индивидуалните и смесени разтвори, чрез атомно силова микроскопия. 
3.4. Пенни филми от разтвори на BSA и C12G2: еволюции и равновесно състояние; 
скорост на изтъняване, критична дебелина и характеристични времена. 
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3.5. Подход за оценяване на ко-адсорбцията на BSA в пенен филм от смесен разтвор на 
BSA и C12G2 и изказване на хипотеза за състава на изследваните филми. 
В края на всеки раздел са представени резултати и заключения, произтичащи от 
данните и дискусията в него. 
В Глава 3 са представени и обобщените резултати и изводи от изследването. 
В края на дисертацията са формулирани научните приноси на изследването. 
ГЛАВА 1. ТЕОРЕТИЧНИ ОСНОВИ 
1.1. Тънък течен филм, дефиниция, особености и изтъняване 
От математическа гледна точка ТТФ е тримерно образувание с един линеен 
параметър (дебелината, h<100 nm) много по-малък от останалите, а от физическа 
гледна точка той е ламела, в която взаимодействията между прилежащите фази през 
филма не може да се пренебрегнат. Според Дерягин и Кусаков [Дерягин и Кусаков, 
1936], особените свойства на ТТФ се дължат на възникване на допълнително налягане в 
него, наречено “разклинящо налягане” (П). То се дължи на взаимодействията между 
контактуващите фази и филма между тях. Разклинящото налягане има смисъл на сила, 
действаща нормално върху единица площ от повърхността на филма и е положително, 
когато се стреми да раздалечи повърхностите му. DLVO-теорията (Дерягин, Ландау, 
Фервей и Овербик) е първата количествена теория за устойчивостта на лиофобните 
золи [Derijgin et al.,1941; Vervey et al., 1948], според която разклинящото налягане се 
представя, като сума от ван дер Ваалсов (vw) и електростатичен (el) компоненти. 
Според микроскопичната теория vw зависи от дебелината на филма (h) и е с 
отрицателна стойност, тъй като се поражда от привличането между повърхностите на 
филма, и води до намаляване на дебелината му. Електростатичният компонент на 
разклинящото налягане (el) е с положителен знак и се поражда от електростатично 
отблъскване между едноименно заредените опашки на двойните електрически слоеве 
(ДЕС). Той стабилизира филмите и е електростатична бариера срещу коагулацията и 
коалесценцията. Термодинамичното състояние на ТТФ се задава от термодинамичните 
параметри: дебелина на филма (hf) и излишък на напрежението във филма (  ). В 
зависимост от стойностите на дебелината и излишъка на напрежението на филма, 
филмите се класифицират на обикновени (common black film - CBF) и нютонови 
(Newtonian black film - NBF) филми [Sheludko, 1967/1968]. Експериментално е 
установено, че стабилни NBF се получават поради възникването на специфични не-
DLVO сили, неотчетени в класическата DLVO-теория. Според книгата на [Кругляков et 
al., 1991] стабилни ПФ са получени от разтвори с висока концентрация на НПАВ или от 
белтъци с pH близко до изоелктричната им точка. Стабилността на тези филми е 
обяснена с възникването на не-DLVO сили, при малка филмова дебелина, пораждащи 
нови, положителни компоненти на разклинящото налягане. В работата на [Tadros et al., 
1988] е въведено положително стерично разклинящо налягане (Пst), пораждащо се от 
осмотична сила. Такова възниква и във филми от разтвори на фибриларни белтъци, 
когато дебелината на филма стане по-малка от удвоения размер на белтъчните опашки. 
Стабилността на черни филми от разтвори на глобуларни белтъци с pH = рI 
(изоелектрично) в [Ангарска, 1978] е обяснена с възникването на стеричен компонент 
(Пst) на разклинящото налягане, който е резултат от еластичната деформация на 
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притискащите се филмови повърхности, при дебелина на филма от порядъка на два 
белтъчни адсорбционни слоя.  
Най-удобен модел, за иазследване на ТТФ е пенния филм (ПФ), който се 
образува между мехурчетата в пяната. Еволюцията на един ПФ, преминава през 
няколко етапа: дебел течен слой между приближаващи те се мехурчета под действието 
на външна сила; образуване на дебел филм с „димпъл”, който изтича под действието на 
капилярно налягане (P), което изсмуква течността от филма; образуване на плоско-
паралелен филм с радиус rf, на който повърхностите са нагънати от симетрични и 
асиметрични термични вълни; образуване на локално вдлъбване (критично състояние) 
във филма в резултат на флуктуации в амплитудата на някоя от асиметричните вълни, в 
околността на което се поражда отрицателно разклинящо налягане (vw). Ако 
капилярното налягане не успее да изглади това вдлъбване, то се задълбочава и филма 
се скъсва или преминава в ново равновесно състояние с дебелина heq. Средната 
дебелина на филма в момента на критичното състояние се нарича критична дебелина 
(hcr). Времето от момента на получаване на филма до неговото критично състояние се 
определя, като характеристично време 01, а времето от момента на получаване на 
първото черно петно във филма до неговото разпространение в целия филм е 12. 
Количественно изтъняването на филма до критичното или равновесното му състояние 
се характеризира чрез скоростта на изтъняване, която може да бъде оценена съгласно 
теориите предложении от Шелудко [Scheludko, 1967], Радоев [Radoev et al., 1974], 
Манев-Цеков-Радоев [Manev et al., 1997] и Кунс [Coons et al., 2003]. Според Манев 
[Manev et al., 1997] скоростта на изтъняване се задава от коефициента на изтъняване 
(), който експериментално се определя от h(t) зависимостта.  
1.3. Взаимодействие на белтъци с йонни или нейонни ПАВ.  
Според анализа на литературата взаимодействието между белтъците с йонни и 
нейонни ПАВ е изследвано чрез флуоресцентна, електронна и инфрачервена 
спектроскопия, кръгов дихроизъм, динамично светоразсейване, калориметрия и др. 
[Jones et al., 1975; Mackie et al., 2005; Green et al., 2006; Ruiz et al., 2009; Otzen et al., 
2009; Otzen et al., 2011; Ruiz-Pena et al., 2010]. В книгата на Ruiz [Ruiz et al., 2009] е 
предложена формула за определяне на степентта на покритие () на хидрофобните 
участъци в молекулата на BSA от молекулите на  нискомолекулно ПАВ. Въз основа на 
експериментално получените данни е предложен и обоснован механизмът на свързване 
на йонните ПАВ с белтъци [Jones et al., 1975; Green et al., 2006; Otzen et al., 2009]. 
Природата и начина на взаимодействието на белтъци, с йонни и нейонни ПАВ, са 
обосновани чрез анализиране на процеса на свързване, според свързващата изотерма. 
Тя показва средния брой свързани молекули ПАВ (), върху молекула белтък, като 
функция от свободната концентрация на ПАВ. В свързаващата изотерма се открояват 
четири участъка, в които свързването се осъществява по специфичен, некооперативен, 
кооперативен механизъм. Количествено е потвърдено становището, че йонните ПАВ 
променят съществено нативната белтъчна структура, за разлика от нейонните ПАВ 
[Ruiz et al., 2009; Otzen et al., 2009; Ruiz-Pena et al., 2010]. Според литературата особено 
„деликатни” в своето взаимодействие с белтъците са захаридните нейонни ПАВ. 
Експериментални данни за свойствата на смеси от BSA с две захаридни ПАВ са 
представени в книгата на Ruiz [Ruiz et al., 2009], които по структура се различават от 
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захаридното ПАВ – C12G2, използвано в настоящата работа. Данни за взаимодействието 
му, но с белтъка α-лактаалбумин има в работата [Otzen et al., 2009].  
Информация за взаимодействието в смесени разтвори на белтъци с 
нискомолекулни ПАВ може да се извлече и от тензиометрични данни. Според 
литературните източници [Jones et al., 1975; Fainerman et al., 1998; Mackie et al., 2005; 
Green et al., 2006; Ruiz-Pena et al., 2010; Angarska et al., 2011; Mohd et al., 2016] 
добавката на йонно или нейонно нискомолекулно ПАВ модифицира изотермата на 
равновесното повърхностно напрежение от смесени разтвори. Тя имат по-различен ход 
от този за индивидуалните ПАВ. В нея се появява ясно очертано плато, което е 
доказателство за специфични и неспецифични взаимодействия между молекулите в 
сместа и в адсорбционния слой. В работата на Нишикидо [Nishikido et al., 1982] е 
предложена процедурата за изчисляване на степента на свързване на нискомолекулно 
ПАВ върху молекула белтък (), на базата на изотермите на повърхностното 
напрежение. Конкурентната адсорбция (последователна), ко-адсорбцията (паралелна) 
от смесени разтвори на белтък и нискомолекулно ПАВ, както и структурата на 
адсорбционите слоеве на белтъци от различни техни смеси са изследвани с помощта на 
различни методи: атомно-силова микроскопия [Gunning et al., 2004; Mackie, 2005]; 
маркиране и радио облъчване [Sengupta et al., 2000; Damodaran 2004]; елипсометрия 
[Russev et al., 2000] и проследяване на промяната на повърхностното напрежение, чрез 
различни методи [Hoorfar et al., 2006; Kotsmar et al., 2009; Rotenberg et al., 1983].  
1.4. Експериментални данни за пенни филми 
Пенният филм е най-често изследваната система, тъй като той е отговорен за 
стабилността на пяната. В практиката стабилността му се контролира чрез използване 
на нискомолекулни (йонни, нейонни и техни смеси), високомолекулни (белтъци и 
полимери) ПАВ и техни смеси. Филми, стабилизирани с нейонни ПАВ са изследвани в 
работите [Exerowa et al. 1979; Manev et al., 1991; Waltermo et al., 1994; Waltermo et al., 
1996; Angarska et al., 2003a; Angarska et al., 2003b; Stubenrauch et al., 2004; Stubenrauch et 
al., 2005; Manev et al., 2005; Angarska et al., 2007; Simulescu et al., 2008; Karakashev et al., 
2010a; Karakashev et al., 2010b; Ivanova et al., 2013]. В работите на [Exerowa et al. 1979; 
Manev et al., 1991; Angarska et al., 2003b] е показано, че филмовата дебелина намалява 
при концентрация на нейонното ПАВ близка до ККМ, което е свързано с намаление на 
отрицателния заряд на филмовите фазови граници, зададен от ОН– йони. Според 
Стюбенраух [Stubenrauch et al., 2002] захаридното ПАВ C12G2 може да бъде една нова 
алтернатива на полиоксиетиленовите нейонни ПАВ или да се използва в комбинация с 
тях, поради неговата не токсичност, биоразградимост, висока хидратация, 
температурна и рН-нечувствителност.  
За първи път стабилни черни пенни филми от разтвор на албумин са получени в 
изследването на [Yampolskaya et al., 1977]. По-късно са били изследвани и филми от 
разтвори на други белтъци: лизоцим и -химотрепсин от [Ангарска, 1978]; албумин в 
отсъствието и присъствието на електролит от [Clark et al., 1990; Cascão et al., 2003; 
Todorov, 2015];-лактоглобулин [Clark et al., 1990; Gochev et al., 2004]; казеин [Cascão 
et al., 2003]. В цитираните работи и в подробния обзор на Yampolskaya [Yampolskaya et 
al., 2006] е показано, че стабилен, равновесен черен филм се получава: от разтвор на 
белтък, с концентрация достатъчна за образуване на запълнени адсорбционни слоеве на 
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филмовите повърхности; с рН, съответстващо на изоелектричното състояние на белтъка 
и в отсъствието на електролит.  
Намаляването на концентрацията на белтъчните вещества, там където 
приложението им е неизбежно, налага комбинирането им с други нискомолекулни 
вещества, които не променят тяхната нативна конформация. Това налага изследванията 
на филми от смесени разтвори на белтъци. Според литературата филми от смеси с 
йонни ПАВ са проведени в [Wustneck et al., 1986; Coke et al., 1990; Тачев et al,. 1996], а 
от смеси с нейонни ПАВ в [Widle et al., 1997; Кharlov et al., 2007; Zadymova et al., 2006; 
Németh et al., 1999; Stanimirova et al., 2015]. 
В изследванията на [Widle et al., 1997; Zadymova et al., 2006; Кharlov et al., 2007] 
са получени количествени данни за равновесните свойства и стабилността  на ПФ от 
смесени разтвори на албумин с нейонните ПАВ Tween 20, Tween 80. Според тях 
филмовите повърхности са смесени адсорбционни слоеве, състава на които зависи от 
концентрацията на белтъка и съотношението му с нискомолекулното ПАВ. В тези 
работи кинетичното поведение на филмите е представено в качествен вид. Единствено 
в изследването на [Németh et al., 1999], според направения от нас литературен обзор, е 
направен опит, изтъняването на микроскопични филми от смесен разтвор на BSA с 
Pluronic L62 да бъде съпоставено с предсказаното по Рейнолдс. Показано е, че под 
дебелини от 100 nm то се отклонява от уравнението на Reynolds, което е свързано с ван 
дер Ваалсово привличане. От филмовото изтъняване е определен вискозитета във 
филма, който е свързан с размера на BSA молекулата. Експериментите са проведени 
при висока концентрация на електролит и стабилността на филмите е свързана със 
стерична стабилизация. 
1.5. Молекулни параметри на BSA и С12G2 
BSA е глобуларен белтък от α-тип с 69 % α-спирали [Ямпольская et al., 2004]. 
Според пространствената си структура той се състои от 6 субдомена и има форма на 
сърце. Моделира се като призма (883.8 nm) с равностранен триъгълник за основа 
(страна 8 nm) и височина 3.8 nm. Съгласно [Yampolskaya et al., 2006] 
хидродинамичният радиус на BSA във воден разтвор е 5 nm. За макромолекулата му е 
характерна конформационна подвижност, която зависи от рН и температурата на 
разтвора. При физиологична температура и до около 40С белтъка запазва нативната си 
структура. При температура над 40С настъпват конформационни промени, които са 
обратими. Над 80С в албуминовата глобула настъпва пълна денатурация. рН на 
разтвора повлиява заряда на албуминовата молекула. Съгласно [Ute BoЁhme et al., 
2007] изоелектричната точка на BSA е рI = 4.9. Повърхностната активност на BSA 
експериментално е изследавана чрез измерване на двумерно налягане с Лангмюрова 
везна [Graham et al., 1979; Graham et al., 1979; Ivanova et al., 1991] и повърхностното 
напрежение [Zadymova et al., 2006], с метод на максимално налягане за издухване на 
мехурче и с метода на Вилхелми [Angarska et al., 2010]. В посочените работи е 
намерено, че πmax= σ0 – σ ~ 17 mN/m, σmin ~ 56 mN/m. 
n-додецил--D-малтозидът (С12G2) се отнася към групата на нейонните захардни 
ПАВ и е нетоксично, биоразграждащо се вещество. Молекулата му се състои от 
“хидрофобна опашка” (от един додецилов въглеводороден остатък) и от хидрофилната 
глава (два малтозидни остатъка). Малтозидната глава има поведението на твърд диск. 
Данни за повърхностната активност на C12G2 в отсъствието и в присъствието на 
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електролит има в [Stubenrauch et al., 2002; Muruganathanet et al., 2004], където за ККМ 
са получени стойности, съответно равни на 1.510-4 mol/l и 1.710-4 mol/l.  
ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛИ, МЕТОДИ И ИЗЧИСЛИТЕЛНИ ПРОЦЕДУРИ 
2.1. Материали 
В настоящето изследване бяха използвани: 
 говежди серумен албумин (BSA) от Sigma, М = 67000; 
 n-додецил--D малтозид (C12G2) от Glykon, M = 510.6. 
Използвани бяха смесени разтвори на BSA (1×10-6 mol/l) с варирана концентрация на 
C12G2 за постигане на молни съотношения: BSA:C12G2 =1:0.5; 1:0.75; 1:1; 1:1.75; 1:2.5; 
1:5; 1:7.5; 1:15; 1:30; 1:50; 1:100; 1:200. Те са получавани от базисни разтвори на:  
 BSA с концентрация 1×10-5 mol/l  
 C12G2 с концентрация 1×10-3 mol/l.  
2.2.1. Абсорбционен спектрален анализ  
В албуминовата молекула аминокиселините, които поглъщат в близката 
ултравиолетова област, са тирозин, триптофан и фенилаланин. Абсорбционните 
спектри на изследваните разтвори бяха записани в ултравиолетовата и видимата област 
на светлината в интервала от 250-500 nm със спектрофотометър “ Boeco S-26, UV VIS” 
с цел регистриране на максимума им на абсорбция. При дължина на вълната 280 nm 
бяха определени абсорбциите на базисните разтвори на BSA и разтворите от „сухата” 
пяна. За изчисляване на точната им концентрация бе използван закона на Буге-Ламбер-
Беер и абсорбируемост 1-1-4M
см
cml.mol 104.4891
1
.  
2.1.2. Флуоресцентна (емисионна) спектроскопия 
В белтъчните молекули могат да флуоресцират само ароматните 
аминокиселинни остатъци. Те имат нисък квантов добив и малки времена на живот. 
Флуоресцентният спектър на повечето белтъци се определя от флуоресценцията на 
триптотофана. Флуоресценцията от изследваните разтвори бе регистрирана чрез 
спектрофлуориметър „Perkin Elmer” LS-3, с процеп на възбуждащия светлинен лъч 5 
nm. Получените от спектрофлуориметъра данни се подаваха на аналогов цифров 
преобразовател MC USB-1208FS и чрез компютърната програма Tracer DAQ се 
регистрираха като функция от дължината на вълната. Записани бяха спектри: на 
възбуждане в интервала от 230-500 nm; на емисия от 250-500 nm с дължина на вълната 
на възбуждане при 280 и 295 nm и синхронни спектри с  и 60 nm. От отреза 
af
1
 
(уравн. 20I на Щерн-Фолмер) и наклона, равен на 
sva Kf
1
 бе изчислена КSV.  
aqsva
0
f
1
CKf
1
F
F


    (20I) 
2.3. Вискозиметрия 
Вискозитетът на разтворите на BSA и смесените му разтвори с C12G2 бе измерен 
експериментално чрез метода на Оствалд. Вискозитетът на тези разтвори бе изчислен и 
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на базата на данни за изтъняването на пенните филми, получeни от тях. В дисертацията 
е предложена процедура за този подход. Той се основава на уравненията на Reynоlds 
(за филм с малък радиус под 0.05 mm) и Manev-Tcekov-Radoev (MTsR) (за големи 
филми с rf над 0.1 mm, неравномерни по дебелина) за скоростта на изтъняване на пенен 
филм с и без отчитане на разклинящото налягане (уравн. 21 - 24).  
2
f
3
Re
r3
Ph2
dt
dh
V

    (21)   
2
f
vw
3
Re
r3
)P(h2
V


    (23) 
5
4
f
3
812
MTR
r4
Ph
6
1
dt
dh
V

   (22)  5
4
f
3
8
vw
12
MTR
r4
)Ph(
6
1
V



    (24) 
където: V е скоростта на филмовото изтъняване; h е филмовата дебелина; t е времето; η 
е обемния вискозитет, който не се различава от този на течния филм; е 
повърхностното напрежение; vw е ван дер Ваалсов компонент на разклинящото 
налягане.  
Горните уравнения бяха модифицирани до уравнения, от, които бе изчислен 
вискозитетът (уравн. 21II - 24II ).  
dt
dh
/
r3
P4 2
2
f

   (21II)  
dt
dh
/
r3
)P(4 2
2
f
vw

    (23II) 
dt
dh
/
r
P
18.0
5/7
8.0
f
6.0
6.1 


  (22II)  
dt
dh
/
r
)P(
18.0
5/7
8.0
f
6.0
6.1
wv




  (24II) 
Комбинирането на уравнението на Айнщайн  
)5.21(0       (25) 
с данните за вискозитета дава уравн. 25I, чрез което бе определен радиуса на агрегатите 
в обема на разтвора или във филма. 
3/1
ABSA
)
NC4
3
(R


      (25III) 
2.4. Измерване на повърхностното напрежение на разтвори от единичните 
вещества и техните смеси на фазовата граница разтвор/газ 
Методът на Вилхелми (home made, везна Sartorius 2007 MP, модификация с 
пластинка) бе използван за изследване на кинетиката на повърхностното напрежение 
((t)) и за измерване на равновесното повърхностно напрежение (eq).  
2.5. Атомно силова микроскопия 
Топографията на адсорбционите слоеве, формирани на границата 
въздух/разтвор, от разтвор на BSA и неговите смесени разтвори с C12G2 бе 
регистрирана с атомно силова микроскопия (AFM). Използван бе атомно силов 
микроскоп, модел Nano Scope Multi ModeV на фирма Bruker Inc., Germany. 
Адсорбционните слоеве бяха получени в Лангмюрова вана с размери 10×20 cm – модел: 
302LL/D1, от Nima Technology Ltd, UK и пренесени върху твърд субстрат - слюдена 
подложка с размери 1×1 cm. Пробата, нанесена върху слюда, се фиксира върху метален 
диск и се сканира в осцилиращ режим с острие с радиус по-малък от 10 nm и скорост на 
сканиране 1 Hz. 
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2.6. Интерферометричен метод за изследване на ТТФ 
2.6.1. Получаване, наблюдение и регистриране на ПФ 
В настоящата работа филмите (с радиуси от 0.04 до 0.15 mm) бяха получавани в 
класическата клетка на Шелудко и Ексерова, монтирана на металографски микроскоп с 
обектив 6.8 и окуляр 16 [Scheludko, 1967]. Те бяха наблюдавани в отразена 
монохроматична светлина. Образуването и еволюцията на изтъняване на филмите бяха 
регистрирани чрез видео камера SONY. Регистрираният видеозапис на изтъняващия 
филм бе превръщан в снимки на всеки 10-ти кадър (0.4 s за NBF или CBF) или на всеки 
кадър (0.04 s - за филмите, преминаващи от CF в NBF). В избраните филми бяха 
фотометрирани специални участъци чрез програмата „Image J” за определяне на 
интензитета на отразената светлина, като функция от времето t. За определянето на hcr 
се използваше само часта от видеозаписа (от момента преди критичното състояние на 
филма до неговото равновесие). От него се извличаха снимки на всеки кадър през 0.04 s 
и се обработваха по описания начин.  
2.6.2. Определяне на филмовата дебелина 
Според интерферометричния метод [Exerowa et al., 1997], връзката между 
интензитета I на отразената светлина и дебелината на филма се дава с уравн. (29).  
 
 2
r
R1
1R4
1
arcsin
n2
h






  (29), 
където:   дължина на монохроматичната светлина; nr  коефициент на пречупване на 
разтвора във филма; =(IImin)/(ImaxImin); I  моментна стойност на интензитета при 
дебелина h; Imin, Imax - екстремните стойности (минимална и максимална) при 
съответния порядък. 
За критична дебелина, hcr в избраните участъци на филма бе взета средната 
стойност от дебелините, определени от 5-6 кадъра точно преди зараждане на черното 
петно. Равновесната дебелина, heq бе определена от няколко последователни кадъра на 
стабилните равновесни филми.  
2.6.3. Определяне на скоростта на изтъняване на пенни филми 
Експериментално получените стойности на филмовата дебелина h, от 300 nm до 
равновесие, през времеви интервали t, бяха представени графично в координати на 
уравн. 31. Зависимостта lnh(t), предложена в работата на [Manev et al., 1997], бе 
използвана за определяне на коефициента на изтъняване . 
t hlnhln       (31), 
където; h - моментна дебелина на филма; h0 - избрана начална дебелина, t - време на 
изтъняване от h0 до h. 
2.6.4. Определяне на контактния ъгъл на черен пенен филм 
Чрез уравн. 32 бяха изчислени контактните ъгли на филмите, които преминаваха в 
NBF с промяна на радиуса си. 
                   
2c
2
1
2
2
h
rR
rr
sin

  (32),  
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където: h  е контактният ъгъл; cR ,r  r
2
1
2
2 ,  са съответно радиусите на NBF, CF и 
радиуса на капилярата на държателя, в който се образува филма. 
2.6.5. Изчисляване на повърхностния потенциал и плътността на повърхностния 
заряд по метода на равновесния филм 
Повърхностният потенциал (φ0) и плътността на повърхностния заряд (q0) на 
филмовите фазови граници на равновесните пенни филми бяха изчислени по метода на 
равновесния филм, използвайки равновесната дебелина и уравненията за капилярно 
налягане (уравн. 8б ), ван дер Ваалсовия (уравн. 14), и електростатичния (уравн. 15), 
компоненти на разклинящото налягане.  
     5.0el02el8el C29.3exp73.9tanhC1058.1    (34) 
 0
5.0
el 8.19sinhC116.0q       (34
I) 
2.6.6. Определяне на степента на свързване на нискомолекулно ПАВ върху 
молекула белтък, на базата на изотермите на повърхностното напрежение, чрез 
процедурата на Нишикидо  
Според Нишикидо [Nishikido et al., 1982] адсорбцията на ПАВ се описва с 
Лангмюъровата изотерма (уравн. 35).  
 
f
ss
f
sps
ПАВ
CK1
C)f(aK


     (35) 
където: Гs e адсорбцията на ПАВ; а е максималната адсорбция на ПАВ; Гр е 
адсорбцията на белтъка; Сsf е концентрацията на свободното ПАВ; f = Гs/Гр; Кs е 
адсорбционната константа за адсорбция на ПАВ на фазовата граница 
разтвор/хидрофобна фаза. 
При ниски концентрации тази изотерма може да се използва за описание на 
адсорбцията на белтък в присъствието на ПАВ.  
s
0
p0
ps
0
pp
0
pp
a
f
fCKff 

     (39) 
От това уравнение следва, че Гp намалява линейно с Гs. Ако уравн. 39 се замести в 
уравн. 35 се получава уравн. 40. 
f
s
0
ps
f
s
0
ps
s
C)fa(Ka
C)fa(aK


     (40) 
Въз основа на тоталните концентрации на ПАВ и белтък чрез уравн. 46 се изчислява 
средния брой на свързаните ПАВ върху една белтъчна молекула ():  
p
f
ss
C
CC 
      (46) 
ГЛАВА 3. РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 
В настоящата глава от дисертацията са представени експериментални данни за 
кинетичното поведение и равновесните параметри на ПФ от смесени разтвори на 
говежди серумен албумин (BSA) и n-додецил--D-малтозид (C12G2). В смесените 
разтвори концентрацията на албумина е поддържана постоянна (1×10-6 mol/l), а е 
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варирана концентрацията на C12G2 така, че да се постигнат молни съотношения 
BSA:C12G2 = 1:1; 1:7.5; 1:75; 1:50; 1:100. Те съответстват на характерни точки от 
изотермата на равновесното повърхностно напрежение на сместа BSA с C12G2, 
получена в настоящата рабата. Количествено филмовото изтъняване бе 
охарактеризирано чрез коефициента на изтъняване , определен експериментално в 
различни области от филма. В същите области бе определена и дебелината в момента 
на критичното му състояние. Равновесното състояние на филма е охарактеризирано с 
термодинамичните му параметри - дебелина, контактен ъгъл и излишък на 
напрежението във филма, измерени и изчислени за всички равновесни филми. 
Както бе обсъдено в теоретичната част, кинетичната стабилност на филма е 
определящата и ако тя не е проявена, филмът никога не достига до равновесно 
състояние, дори и да са налице условия за термодинамична стабилност. Кинетичната 
стабилност на един пенен филм зависи от хидродинамиката му на изтъняване. Тя се 
определя от свойствата на филмовите фазови граници и силите на взаимодействие 
между тях, от радиуса на филма, от вискозитета във филма и други фактори. Съставът и 
структурата на фазовите граници на филм от смесен разтвор зависят от състава на 
разтвора - природа на компонентите, повърхностната им активност и молно 
съотношение между тях. Повърхностната активност от своя страна се определя от 
повърхностните активности на индивидуалните вещества, от тяхното съотношение и 
взаимодействието между тях. Интерпретацията на кинетичното поведение на 
изследваните ПФ бе направено на базата на данни за взаимодействието между 
компонентите в смесените разтвори, за повърхностната активност на тези разтвори, за 
състава и структурата на смесените адсорбционни слоеве, за конкурентната и ко-
адсорбцията на компонентите от сместа на границата разтвор/въздух и на филмовите 
повърхности. Те са представени и обсъдени в съответните раздели на главата.  
3.1. Изследване на свързването на n-додецил--D-малтозид върху молекулата на 
говеждия серумен албумин  
3.1.1. Чрез флуоресцентен анализ 
Данни за свързването на C12G2 върху молекулата на BSA в обема на разтвора са 
получени чрез флуоресцентен метод. Записани са флуоресцентните спектри на вода, 
воден разтвор на BSA и смесени разтвори със съотношения BSA:C12G2 =1:0.5; 1:0.75; 
1:1; 1:1.75; 1:2.5; 1:5; 1:7.5; 1:15; 1:30; 1:50; 1:100; 1:200 чрез няколко режима на работа 
на флуориметъра: 
 спектри на възбуждане, като аналог на електронните абсорбционни спектри; 
 емисионни спектри при две дължини на вълната на възбуждащата светлина – 
280 и 295 nm. При 280 nm се записва флуоресценцията, дължаща се на тирозиновите и 
на триптофановите остатъци в албуминовата молекула, докато при възбуждане с 
λex=295 nm се регистрира флуоресценцията само на триптофановите остатъци; 
 синхронни емисионни спектри, при едновременна синхронна работа на двата 
монохроматора на спектрофлуориметъра, с постоянна разлика между λex и λem. Тъй като 
флуоресценцията на тирозиновите остатъци се характеризира с разлика между 
възбуждащата и излъчената при флуоресценция дължина на вълната от 15-20 nm, а тази 
на триптофановите – с разлика от 50-70 nm. Този режим на работа позволява да се 
отчете флуоресценцията само на тирозиновите или на триптофановите остатъци 
съответно. 
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Фиг. 15 Промяна във флуоресценцията от смесените разтвори с молно съотношение 
BSA:C12G2 = 1:0.5; 1:0.75; 1:1; 1:1.75; 1:2.5; 1:5; 1:7.5; 1:15; 1:30; 1:50; 1:100; 1:200 
спрямо тази от разтвор от чист албумин (1×10-6 mol/l). 
На фиг. 15 е представено отношението между интензитета на флуоресценция от 
разтвора на белтъка към този от съответния смесен разтвор. Това отношение показва 
промяната в интензитета на флуоресценция на BSA като функция на концентрацията на 
повърхностноактивното вещество в разтвора. Показани са резултатите от пет режима 
на работа. От фигурата се вижда, че в широк концентрационен интервал (до BSA:C12G2 
= 1:15) промяната на флуоресценцията не е съществена, тъй като стойностите на 
флуоресценция на смесените разтвори се колебаят около стойността за чистия албумин. 
Промяната става съществена за разтворите със съотношение над 1:15. За емисионните 
спектри при двете дължини на вълната на възбуждащата светлина (280 и 295 nm) и за 
синхронния спектър при λ=60 nm се наблюдава нарастване на отношението F0/F с 
увеличаване на молното съотношение, тъй като намалява флуоресценцията на 
смесените разтвори. При спектрите на възбуждане съществена промяна се наблюдава 
само за разтвора с молно съотношение 1:100, при който флуоресценцията намалява. 
При синхронния спектър (λ=15 nm) с увеличаване на молното съотношение 
флуоресценцията расте, а от там отношението F0/F намалява. Увеличаването на 
флуоресценцията в този случай се дължи на флуоресценцията само на тирозиновите 
остатъци.  
На фиг. 16 са представени спектрите на смесените разтвори, за които е намерена 
съществена промяна във флуоресценцията (при дължина на вълната на възбуждащата 
светлина ex=280 и 295 nm). От фиг. 16аб ясно се вижда, че има както намаляване на 
стойността на квантовия добив за смесените разтвори, така и хипсохромно отместване 
(към късите дължини на вълните) на максимума в кривите, което е в рамките от 1.5 до 
15 nm при ex=280 nm и от 1 до 10 nm при ex=295 (виж. Фиг. 16в). Близките стойности 
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на промените са доказателство за промяна в хидрофобното обкръжение на Trp 
остатъци, която допускаме, че се дължи на свързване на C12G2 молекули с молекулата 
на албумина. Образуваните в резултат на това асоциати от BSA и C12G2 нарушават 
силовия баланс в албуминовата глобула, което води до конформационни промени в 
областта на Trp остатъци. Поради това те се излагат към разтворителя и това води до 
намаляване на квантовия добив. 
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Фиг. 16абв. Флуоресцентни емисионни спектри на разтвор на BSA (110-6 mol/l) и на 
смесените му разтвори с C12G2 с молни съотношения BSA:C12G2 = 1:15; 1:50; 1:100; 
1:200: (а) при ex=280 nm; (б) при ex=295 nm; (в) промяна на дължината на вълната в 
максимума на флуоресцентния спектър от концентрацията на C12G2 при две дължини на 
възбуждане.  
Количествена информация за това каква част () от хидрофобното обкръжение 
на Trp остатъци се покрива от молекулите на C12G2 се получава въз основа на 
интензитета на флуоресценция от смесените разтвори (Imix), разтвора на албумин 
(Ip=346.28) и интензитета на флуоресценция при насищане (Imin=195.36) по уравн. 47. 
pmin
pmix
II
II


      (47) 
Така определените стойности на  за изследваните от нас разтвори са представени на 
фиг. 17. Вижда се, че степента на покритие при концентрации на C12G2 до 7.510-6 mol/l 
e в рамките на 10%.  силно нараства след 1.510-5 mol/l C12G2 и достига до максимум 
при концентрации около ККМ на C12G2. Информация за вида на гасене на 
флуоресценцията се получава на базата на данните за интензитетите на флуоресценция 
на разтвора на BSA с концентрация 110-6 mol/l и разтворите с променяща се 
концентрация на C12G2, представени в координати на уравн. 20I. Графиката с тези 
резултати е показана на фиг. 18, от която се вижда, че зависимостта е линейна с отрез 
равен на 2 и наклон 9.9510-5 l/mol. Според стойността на отреза и физическият смисъл 
на fa (флуоресценцията, определена от началната площ, достъпна за гасителя) следва, 
че в началото е достъпен само единият от Trp остатъци. След конформационните 
промени става достъпен и втория Trp остатък. От наклона на правата и зависимостта на 
Щерн-Фолмер бе изчислена константата на Щерн-Фолмер KSV=2,12104 l/mol. 
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Фиг. 17. Степен на покритие на хидрофобните участъци на BSA () от молекулите на 
C12G2 при различни концентрации на C12G2 в смесените разтвори; Брой свързани 
молекули на C12G2 върху BSA (), получени въз основа на данни за повърхностното 
напрежение. 
Като се отчете времето на живот на възбуденото състояние 0 ≈10-8 sec, за константата 
на гасене се получава Kq=2,121012 l.mol-1s-1. Тази стойност е по-голяма от 21010 l.mol-
1s-1 от което следва, че механизмът на гасене е статичен. Той обаче не е свързан с 
образуване на нови химични връзки, а се дължи на конформационните промени в 
албуминовата молекула, като резултат от образуване на водородни връзки или промяна 
в обкръжението на аминикиселините, отговорни за флуоресценцията.  
y = 9.55E-05x + 2.03
R² = 0.981
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Фиг. 18. Модифицирана Щерн-Фолмер зависимост за смесени разтвори на BSA с C12G2. 
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Доводите в полза на това заключение са резултатите от електронните абсорбционни 
спектри, показващи, че при изследваните концентрации на BSA и BSA/C12G2, 
хромофорните групи не са променени чрез химически връзки. Както е известно 
[Lakowicz et al., 2006] гасене на флуоресценцията на триптофановите остатъци може да 
се предизвика от близко разположени аминокиселинни странични вериги, както и от 
образуване на водородни връзки с азотния атом от иминната група на индолното ядро, 
което се дължи на специфичния ефект на разтворителя. 
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Фиг. 19. Електронни абсорбционни спектри на разтвор на BSA с концентрация 110-6 
mol/l (2), на смесен разтвор BSA:C12G2 = 1:50 (1) и разтвор на C12G2 510-5 mol/l (3).  
От фиг. 19 се вижда, че няма съществена разлика между електронните спектри 
на чистия албумин (510-5 mol/l ) и сместа му с ПАВ. Това ни дава основание да 
заключим, че при тази концентрация на C12G2 не се осъществява химично 
взаимодействие между BSA и C12G2, което да доведе до промяна в поглъщането на 
хромофорите. Фактът, че при същите условия се наблюдават промени във 
флуоресцентните спектри, позволява да се предположи, че механизмът на гасене на 
флуоресценцията се дължи преди всичко на конформационните промени в молекулата 
на BSA, предизвикани от хидрофобното свързване на молекулите на C12G2 и водещи до 
промяна на локалното обкръжение на триптофановите флуорофори. 
На фиг. 20 са представени синхронните спектри, получени при разлика между 
дължините на вълните на възбуждане и на емисия, съответно 60 nm и 15 nm. Чрез този 
режим на работа са направени заключения за влиянието на C12G2 върху специфичната 
флуоресценция на триптофановите (Фиг. 20а) и на тирозиновите (Фиг. 20б) остатъци.  
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Фиг. 20. Синхронни флуоресцентни спектри на BSA (110-6 mol/l) и смесените му 
разтвори с C12G2 с посочените съотношения при: (а) ех =60 nm; (б) ех =15 nm. 
Според Фиг. 20а намаляването на квантовия добив почти повтаря резултатите от 
емисионните спектри с ех=295 nm. При високите концентрации на C12G2 (над 1:100, 
1:200) квантовият добив бързо намалява и достига до около 1/2 от този на разтвор на 
чист BSA. Съвсем различно е влиянието на C12G2 върху флуоресценцията на 
тирозиновите остатъци в молекулата на BSA (Фиг. 20б). Интензитетът на 
флуоресценцията не намалява, а нараства с нарастване на концентрацията на C12G2. 
Промените са съществени след молно съотношение 1:100. Това показва, че 
конформационната промяна в обръжението на тирозиновите остатъци е напълно 
противоположна на тази на триптофановите. Те се оказват в по-силно хидрофобно 
обкръжение като резултат от промените в конформацията на молекулата около 
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триптофанови остатъци или от присъствието на агрегати (мицели) от C12G2 молекули 
около тях. 
3.1.2. Чрез тензиометричен анализ 
Важна стъпка в експерименталната работа на настоящото изследване бе 
получаването на изотермата на равновестното повърхностно напрежение на смесените 
разтвори от BSA с C12G2. Тя бе основа за подбора на експерименталните условия, при 
които бяха получени пенните филми. За да се откроят особеностите в нея тя бе 
съпоставена с изотермите на индивидуалните вещества (BSA и C12G2). Трите изотерми 
са представени на фиг. 21. Изотермата на разтворите от чист BSA бе получена от нас, 
тъй като наличните изотерми в литературата (виж Глава 1, Фиг. 9) са получени с 
различни образци на BSA и с различни методи и при различно pH на разтворите. 
Концентрационният интервал (1×10-9 до 1×10-5 mol/l) на разтворите на BSA е същия, 
както в работата на [Graham et al., 1979]. Получената от нас изотерма е в добро 
съответствие с тази от горната работа с изключение на някои стойности при ниските 
концентрации на BSA. В изотермата се очертава дълго плато след 510-8 mol/l BSA (при 
достатъчно ниска белтъчна концентрация), свързано с образуването на наситен 
адсорбционен слой. Стойностите на повърхностното напрежение, съответстващи на 
платото, са между 54 и 55 mN/m. На същата фигура е представена и изотермата на 
C12G2 [Stubenrauch et al., 2010]. Съпоставката между двете изотерми (BSA и C12G2) 
позволява да бъдат направени следните заключения: Повърхностното напрежение на 
разтворите на BSA се променя рязко в много тесен концентрационен интервал (110-9 
до 210-8 mol/l), но промяната на равновестното повърхностно напрежение (17 mN/m) 
не е голяма. Това се дължи на голямата молекулна маса на BSA и възможността с 
малък брой молекули да покрива фазовата граница. При същите експериментални 
условия разтворите на C12G2 са с повърхностно напрежение близко до това на водата. 
По-бавно и в по-широк концентрационен интервал (110-6 до 110-4 mol/l) се променя 
повърхностното напрежение на разтворите на C12G2 и достига до равновесна стойност 
равна на 36.5 mN/m, при концентрация 1.510-4 mol/l, определена като критична 
концентрация на мицелообразуване на това вещество. Въз основа на стръмния линеен 
участък в изотермата преди ККМ е определена адсорбцията на C12G2 (3.410-6 mol/m2), 
използвана при изчисляване на свързването на C12G2 върху молекулата на BSA. 
Изотермата на сместа от BSA с C12G2 е получена като са използвани смесени разтвори с 
постоянна концентрация на BSA (110-6 mol/l – съответства на средата на платото в 
изотермата на чист BSA) и варирана концентрация на C12G2 (510-9 до 4.510-4 mol/l). 
Всяка точка от представените криви е усреднена стойност от няколко измервания на 
равновестното повърхностно напрежение. Изотермата на смесените разтвори на белтък 
с ПАВ позволява: (i) изследването на взаимодействията между белтъка и съответното 
ПАВ при зададени експериментални условия; (ii) определяне на границите от 
концентрации, в които белтъка запазва нативната си структура, както и границата след 
която нискомолекулното ПАВ измества белтъка от фазовата граница; (iii) намиране на 
експериментални условия за образуване на смесени слоеве, важни за практиката, тъй 
като те предоставят двойна стабилизация (по вискоеластичен и Марангони механизъм) 
на колоидно-дисперсните системи. Анализът на получената изотерма позволи да бъдат 
извлечени следните становища и изводи: намерено бе, че кривата има не типичен ход. 
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Фиг. 21. Изотерми на равновестното повърхностно напрежение на водни разтвори на: 
BSA; C12G2 и смес от двете вещества при BSA (110-6 mol/l), получени с метода на 
Вилхелми при температура 25 С. 
В изотермата на смесените разтвори се открояват три участъка с различен ход: (i) 
област с повърхностно напрежение, близко до това на BSA; (ii) област с плавно 
намаляваща стойност на повърхностното напрежение (от 7.510-7 mol/l до 1.510-6 mol/l 
C12G2); (iii) плато в интервала 310-6 mol/l до 1.510-5 mol/l C12G2. Оформянето на плато 
е доказателство, че в този концентрационен интервал добавеното ПАВ вместо да се 
адсорбира на фазовата граница се адсорбира върху хидрофобните части от молекулата 
на белтъка, т.е. влиза в „джобовете” му. Това води до образуване на BSA/C12G2 
асоциати, които са с понижена повърхностна активност. Краят на платото съответства 
на запълването на хидрофобните „джобове” или края на свързването по некоопертивен 
механизъм. Малката разлика между стойността на повърхностното напрежение, 
съответстваща на платото и тази на запълнен адсорбционен слой от BSA, предполага, 
че на фазовата граница присъстват BSA молекули или BSA/C12G2 асоциати. Следва, че 
в концентрациония интервал от 510-6 mol/l до 1.510-5 mol/l C12G2, взаимодействието 
между BSA и C12G2 не е довело до съществени промени в нативната глобула на BSA. 
След платото в изотермата има стръмен участък, който почти следва хода на 
изотермата на C12G2, но е леко изместен към по-ниските концентрации. Този резултат 
дава основание за три предположения: в този концентрационен интервал (310-5 до 
1.510-4 mol/l C12G2) се образуват BSA/C12G2 асоциати, които са силно лиофилизирани 
и адсорбцията им е силно понижена [Nishikido et al., 1982]. На фазовата граница се 
адсорбира конкурентно малтозида. Не се изключва и частична адсорбция на 
асоциатите, която се подкрепя от по-ниските стойности на  на сместа в сравнение с 
тези на чистия малтозид. При концентрации около критичната концентрация на 
мицелообразуване, хидрофобните „джобове” от белтъчната молекула са запълнени. 
Излишъкът от C12G2 молекули води до адсорбцията им на фазовата граница или до 
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образуване на мицели в обема, които се разполагат пространствено около незаетите 
неполярни части на BSA/C12G2 асоциатите, стремейки се да ги обгърнат.  
Изотермите, представени на фиг. 21 са използвани и за количествена оценка за 
свързването на молекулите на C12G2 върху белтъчната молекула. Такава информация 
дава параметърът . За изчисляването му е разработен алгоритъм, въз основа на 
процедурата, описана в [Nishikido et al., 1982].  
Намерено е, че преди съотношение BSA:C12G2 = 1:7.5, 1 молекула малтозид се 
свързва на всяка трета или пета албуминова молекула. При концентрации на C12G2, 
съответстващи на платото, се свързват от 1 до 8 молекули, а в стръмната част от 
изотермата до областта на насищане до 20 молекули. 
Според фиг. 17 корелацията между двата количествени параметъра  и , 
получени чрез два независими метода е добра. Независимо, че двете величини  и  са с 
различен физически смисъл промяната им с повишаване на концентрацията на C12G2 
следва една и съща тенденция. В кривите на фиг. 17 се оформят три участъка с 
различни наклони при едни и същи концентрационни интервали на C12G2: (i) до 510-6 
mol/l свързването e много слабо (на всяка трета или пета BSA молекула по една 
молекула C12G2), поради което промяната на флуоресценцията е слаба (до 10%); (ii) в 
интервала от 7.510-6 до 1.510-5 mol/l е налице свързване на C12G2 (до 8 молекули) в 
хидрофобните канали на BSA и промяната във флуоресценцията е до 20% - образуват 
се BSA/C12G2 асоциати с променена хидрофобност в областта на единия Trp остатък; 
(iii) след 1.510-5 mol/l става до запълване на хидрофобния канал около втория Trp 
остатък с C12G2 опашки, придружено от слабо кооперативно свързване на C12G2 
молекулите върху неполярните части от повърхността на BSA молекула – последните 
процеси водят до силна промяна на хидрофобното обкръжение на Trp остатъци, до 
отварянето им към разтворителя, както и до частично разгъване на BSA молекула, 
според флуорометричните данни. Ако се съпостави обемът на хидрофобните „джобове” 
[Ruiz-Pena et al., 2010] с този на опашката на една малтозидна молекула, оценен чрез 
програма HyperChem 7.0 на 787Å3, то следва, че в хидрофобните джобове могат да 
бъдат затворени до 15 молекули. Според получените данни за броя на свързаните 
молекули следва, че свързването става преимуществено в хидрофобните канали. 
Горният анализ на промяната в стойностите на  и , като функция от състава на 
разтвора, показва, че в смесените разтвори на BSA и C12G2, белтъчната молекула 
запазва нативната си структура до концентрации на C12G2 по-ниски от 1.510-5 mol/l и 
свързването при тези условия се управлява от хидрофобни взаимодействия.  
3.2. Повърхностна активност на BSA, C12G2 и на техните смесени разтвори 
Кинетиките на повърхностното напрежение на разтвори на BSA (110-6 mol/l), с 
три различни рН=4.0; 4.9 и 8.0, са представени на Фиг. 22. рН=4.9 е изоелектричната 
точка на BSA, което предполага нулев ефективен заряд на белтъчната глобула. При 
рН=4.0 тя притежава 8 положителни заряда, а при рН=8.0 – 12 отрицателни. От кривите 
на Фиг. 22. се вижда, че действително адсорбцията при рН=4.9 е с най-къса кинетика - 
равновесието се установява в рамките на 1 час. Освен това равновесната стойност на  
е най-ниска, адсорбциония слой е най-плътно опакован, което е следствие от факта, че 
при тези условия молекулата е в нативна N форма. По-дълга е кинетиката при рН 4.0, а 
най-дълга при рН 8.0, което свързваме съответно с конфорнационни и електростатични 
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затруднения при адсорбцията, тъй като при рН=4.0 молекулата на BSA е в разгънатата 
F форма, а при рН=8.0 е с отрицателен заряд. Независимо от затрудненията в 
кинетиката на адсорбцията при рН=8.0 равновесната стойност на  е по-ниска в 
сравнение с тази при рН=4.0, защото при това рН белтъчната молекула е в нативна 
форма. (t) зависимостите от фиг. 22а са представени в координати (t-1/2) при t 
(фиг. 22б) и (t1/2) при t0 (фиг. 22в). 
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Фиг. 22aбв. Кинетика на повърхностното напрежение на водни разтвори на BSA с 
концентрация 110-6 mol/l и с различно рН, при температура 25 С. 
За равновесните стойности на th при pH=4.9 и 8.0 (53.0 mN/m), оценени от кривите 
t чрез апроксимация към t не е намерена разлика, тъй като BSA молекула е 
в нативна форма. По-високо оценената стойност само с 3 mN/m, при pH=4.0, показва, 
че влиянието на pH е съществено само за скоростта на адсорбционния процес. Доброто 
съответствие между th и exp, измерени с метода на Вилхелми, е доказателство, че 
адсорбционния процес на BSA е дифузионно обусловен. Данните за дифузионните 
коефициенти, изчислени от наклоните на кривите t при t0, показват, че 
адсорбцията е дифузионно контролирана, т.е. стойностите на D при изследваните pH са 
по-високи, отколкото дифузионния коефициент на BSA в обема (5.9×10-11 m2/s). 
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Фиг. 23аb. Кинетика на повърхностното напрежение на индивидуални разтвори на 
BSA (110-6 mol/l), C12G2 и смесените им разтвори с различен състав (BSA:C12G2 = 
1:7.5; 1:50; 1:100) при рН=4.9. 
Този извод се подкрепя от реда на нарастване на дифузионните коефициенти 
40 49 80. . .D D D  . При pH=4.0 той е най-нисък, защото молекулата е в F-форма. При 
pH=4.9 и 8 стойностите са еднакви, независимо, че при pH=8.0 молекулата е 
отрицателно заредена. 
Данните за кинетиката на повърхностното напрежение на индивидуалните 
вещества и техните смеси при различни молни съотношения и рН=4.9 са представени 
на фиг. 23aб. Всички криви бяха анализирани чрез теорията на Ярд и Тордей при t→, 
за да се оценят равновесните стойности на повърхностното напрежение (фиг. 23б). В 
Таблица 1, в колона 2 са представени експериментално измерените exp и оценените th 
стойности на . Намерено е много добро съответствие между тях. Когато се обсъжда 
адсорбцията от смесения разтвор трябва да се има предвид, че тя се извършва 
паралелно. Имайки предвид това, ние сравнихме кривите на всички смесени разтвори с 
тези на разтворите на C12G2, със същата концентрация каквато е в сместа и стигнахме 
до следните изводи: 
 кинетиките на адсорбция на разтвор на BSA и смесения му разтвор 
BSA:C12G2=1:7.5 са подобни, което е доказателство, че BSA/C12G2 асоциатите 
конкурират C12G2 молекулите и се адсорбират преимущественно на фазовата граница. 
 скоростта на адсорбцията от разтвора на C12G2 (5×10-5 mol/l) е по-бърза от тази 
от разтвора на BSA; кинетиката на адсорбция от смесения разтвор (BSA:C12G2=1:50) е 
най-бавна, но завършва с равновесната стойност на повърхностното напрежение, 
еднаква с тази на разтвора от чисто C12G2 – от тези резултати логично следва 
присъствието на BSA/C12G2 асоциати в адсорбционния слой, в който молекулите на 
C12G2 са в доминиращо количество; 
 разликата в адсорбционните кинетики от разтвор на C12G2 (1×10-4 mol/l) и 
смесения разтвор BSA:C12G2=1:100 не е съществена; все пак кинетиката от разтвора на 
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C12G2 е малко по-бърза, което е доказателство за формирането на смесен адсорбционен 
слой с доминиращо участие на C12G2 и малко съдържание на BSA/C12G2 асоциати в 
него. 
3.3. Определяне на дебелината и състава на адсорбционен слой чрез атомно силова 
микроскопия 
Направените от нас индиректни изводи за състава на адсорбционния слой от 
смесените разтвори бяха проверени чрез експерименти с AFM. Топографията на 
адсорбционните слоеве от индивидуалните ПАВ и техните смеси бе визуализирана чрез 
AFM и получените изображения бяха анализирани с цел определяне на дебелината и 
неравномерността на адсорбционния слой. В AFM изображенията най-тъмните места 
съответстват на празнини в адсобционния слой, т.е. това е субстрата или петна от 
дисперсната среда. Вероятността за такива петна е малка, защото образците бяха добре 
изсушени. Най-ярките петна съответстват на агрегати или асоциати. За тях 
вертикалното разстояние между „връх и долина“ е най-голямо. На Фиг. 24аб са 
показани изображения на адсорбциония слой на чист BSA или от C12G2. Чрез анализ, 
показан на Фиг. 24а(2) е определена височината на пиковете на пет места в 
изображението. Изображенията за BSA (фиг. 24а(2)) бяха анализирани чрез режима 
„сечение“ и бе определена височината на пиковете.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Фиг. 24aб (24a.1-3) 4a.(1)  AFM изображение на слой от BSA при =19.2 mN/m, 24a.(2) 
дебелина на слой, 24a.(3) 3D AFM изображение на слой от BSA; (24б.1-3) 24б.(1) AFM 
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изображение на слой от C12G2 при =26.4 mN/m, 24б.(2) дебелина на слой, 24б.(3) 3D 
AFM изображение на слой от C12G2.  
От 3D изображението ясно се вижда, че адсорбциония слой от BSA е запълнен, 
но неговата дебелина не е хомогенна, тъй като се наблюдават няколко вида върхове с 
различна височина. Резултатите за двата вида петна (високи и средни), oт показаното 
изображение за слоя от BSA, са h3 и h2, равни на 3.68 и 1.94 nm. Тези стойности са 
получени като разлика между височините на двете точки през които са прекарани 
прекъснатите линии. Едната точка от серията е на върха, а другата е в „дупката”, която 
условно приемаме за нула. Такъв анализ е направен на 5 места от образа. Усреднените 
стойности за височината на пиковете и съотношението между тях са представени в 
Таблица 1. С по-тъмен шрифт са представени преобладаващите пикове. От същите 
AFM изображения е определена грапавостта на слоя, представена в Таблицата като Ra. 
Таблица 1. Параметри на адсорбционните слоеве от индивидуални и смесени разтвори, 
определени въз основа на AFM изображения.  
атеоретично оценени стойности на повърхностното напрежение; h1-пикове с най- малка 
височина; h2- пикове със средна височина; h3- пикове с най- голяма височина 
 
Образът на C12G2 според Фиг. 24б(1) е хомогенен, с открояващи се няколко ярки 
петна. Най-вероятно по-ярките петна съответстват на агрегати от молекулите на C12G2. 
На фиг. 25aбв са показани изображения за адсорбционите слоеве от смесени 
BSA/C12G2 разтвори.  
BSA:C12G2 eq,mN/m Параметри на адсорбциония слой 
  h1,nm h2, nm h3, nm отношение Ra, nm 
1:0 53.4 (53.1а)  1.5 – 2.5 3.5 – 4.0 2:3 = 1:1 0.387  0.020 
1:7.5 51.8 (52.2 а) 0.3 - 0.7 1.5 – 2.5 3.5 – 4.0 1:2 = 1:1 0.340  0.016 
1:50 45.4 (42.8 а) 0.3 - 0.7 1.5 – 2.0 3.5 – 4.0 1:2 = 1:1 0.320  0.016 
1:100 36.8 (37.8 а) 0.3 - 0.7 0.8 – 1.3 3.5 – 4.0 1:2 = 2:1 0.329  0.005 
0:1 40.0 (40.0а) 0.3 - 0.5 0.8 – 1.0 - 1:2 = 1:0 0.069 0.003 
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Фиг. 25aбв (25a.1-3) 25a.(1) AFM изображение на смесен слой от BSA:C12G2=1:7.5 при 
mN/m 24.20 , 25a.(2) дебелина на слой, 25a.(3) 3D AFM изображение на смесения 
слой от BSA:C12G2=1:7.5; (25б.1-3) 25б.(1) AFM изображение на на смесен слой от 
BSA:C12G2=1:50 при mN/m 4.82 , 25б.(2) дебелина на слой; 25б.(3) 3D AFM 
изображение на смесения слой от BSA:C12G2=1:50; (25в.1-3) 25в.(1) AFM изображение 
на смесен слой от BSA:C12G2=1:100 при mN/m 3.34 , 25в.(2) дебелина на слой; 
25в.(3) 3D AFM изображение на смесения слой от BSA:C12G2=1:100. 
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От данните в Таблица 1 и AFM изображенията (фиг. 24-25) са направени 
следните изводи:  
1. Адсорбционният слой от чист BSA не е хомогенен монослой и е с доминираща 
височина – 3.5-4.0 nm. Това означава, че BSA молекули са в „side-on” позиция в 
адсорбциония слой. Дебелината на слоя е по-малка от на молекулата на белтъка, което 
е индикация за слабото му разгъване на фазовата граница. В [Tencer et al., 2007] се 
предполага, че причината за по-малката дебелина на слоя е диаметъра на сондата, който 
е доста по-голям в сравнение с BSA молекула. Поради това BSA молекули могат да 
бъдат компресирани от нея по време на измерването. 
2. Адсорбционният слой от смесените разтвори е с по-малка дебелина, при това тя 
намалява с увеличаване на молното съотношението между BSA и C12G2. В тези случаи 
също има пикове с дебелина 3.5-4.0 nm, съответстващи на BSA молекули, но те не 
преобладават в изображенията. 
3. Съотношението между дебелината на средните и ниските пикове в 
адсорбционите слоеве от смесените разтвори BSA:C12G2=1:7.5; 1:50 е 1:1. Това е 
доказателство за образуване на смесен адсорбционен слой от BSA/C12G2 асоциати и 
C12G2 молекули. 
4. Преобладаващата височина на слоя от смесения разтвор с молно съотношение 
1:100 е 3 пъти по-малка (0.8-1.3 nm) от диаметъра на BSA молекула, когато е в „side-on” 
позиция. В AFM образите на тези адсорбциони слоеве има само единични пикове с 
дебелина 3.5-4.0 nm. Това означава, че адсорбционният слой е изграден от C12G2 и 
единични BSA/C12G2 асоциати. 
5. Грапавостта на слоя (Ra) намалява с увеличаването на концентрацията на C12G2, 
което е индиректно доказателство за намаляване на броя на BSA/C12G2 асоциатите в 
адсорбциония слоя и преобладаващо присъствие на молекулите от C12G2.  
3.4. Пенни филми от разтвори на BSA и C12G2 
3.4.1. Подбор на експерименталните условия за изследването с филми 
Основна задача на дисертацията е получаване на пенни филми от смесени 
разтвори на BSA с C12G2 и изследване на кинетичното им поведение и равновесните им 
свойства. Условията за получаване на филмите бяха определени на базата на условията 
за получаване на белтъчни филми, обсъдени в работата на [Yampolskaya et al., 2006], 
изотермата на равновесното повърхностно напрежение () на смесени разтвори на BSA 
с C12G2, получена от нас (фиг. 21) и данните за динамичното повърхностно напрежение 
на смесените разтвори на BSA с C12G2 (фиг.23а). Според работата на [Yampolskaya et 
al., 2006] концентрационният интервал от белтък за получаване на черни филми е 
индивидуален за всеки един белтък, тъй като той зависи от молекулната му маса, т.е. от 
размера на глобулата му и неговата хидрофобност. Показано е, че той съответства на 
концентрации, равни или по-големи от тези за получаване на наситени белтъчни 
адсорбционни слоеве. Друго важно условие за получаване на черни филми от белтъци е 
рН на разтвора. Намерено е, че черни филми се получават при рН близко до 
изоелектричната точка на съответния белтък. В работите на [Ангарска, 1978; 
Yampolskaya et al., 1977; Clark et al., 1990; Izmailova et al., 1988; Yampolskaya et al., 
2006; Coke et al., 1990; Кharlov et al., 2007] има информация за различни белтъци, като 
стабилизатори на пенни филми, включително и за смес на албумин с SDS и с Tween, но 
няма информация за получаване на филми от използваната, в настоящата работа, смес 
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от BSA и C12G2. Това определи и една от задачите на дисертацията. Филмите бяха 
получавани от смеси на тези вещества с различно молно съотношение между 
компонентите в тях, като концентрацията на BSA бе поддържана постоянна. За такава 
бе избрана концентрация 110-6 mol/l, която съответства на платото в изотермата на 
равновесното повърхностно напрежение на чист BSA (виж фиг. 21). Използвани бяха 
смеси с различно молно съотношение, задавано чрез промяна на концентрацията на 
C12G2. Избрани бяха такива концентрации на C12G2, че те да съответстват на характерни 
точки в (cC12G2) зависимостта за сместа: 110-6 mol/l C12G2 (преди платото); 7.510-6 
mol/l C12G2 (на платото); 510-5 mol/l C12G2 (в средата на стръмния участък) и 110-4 
mol/l C12G2 (в околността на ККМ за сместа). Следователно бяха получени филми от 
смеси с молни съотношения: BSA:C12G2=1:1; 1:7.5; 1:50; 1:100. От всеки разтвор с 
определен състав бяха образувани по 20-25 филма със свежи повърхности (10 мин след 
зареждане на клетката с разтвор) или с остарели повърхности (30 мин след зареждане 
на клетката с разтвор). От тях бяха анализирани филмите, които във времето оставаха с 
постоянен радиус (с отклонение в рамките на 0,005 mm). Те бяха обособени в две 
групи, наричани филми с малък радиус (≈0.05 mm) и филми с голям радиус (≈0.1 mm). 
Филмите бяха наблюдавани и количествено охарактеризирани чрез 
интерферометричния метод. Еволюцията на образуване и изтъняване на всеки филм бе 
регистрирана чрез видеокамера. От видеозаписите, анализирани чрез процедурата, 
описана в Глава 2, Раздел 6, бяха определени радиусът на филма, интензитетът на 
отразената светлина от филма като функция от времето, моментът на критичното 
състояние (зараждането на черно петно) и характеристичните времена 0-1 и 1-2. Чрез 
уравн. 29 бяха определени дебелината на филма през интервали от време 1, 0.4 и 0.04 
сек., критичната и равновесната дебелини. Чрез уравн. 32 и 7 бяха изчислени 
контактния ъгъл и излишъка от напрежението във филма, а по равновесния метод 
(уравн. 33, 34) бе определен зарядът на филмовите фазови граници. Получени бяха h(t) 
зависимостите за различни участъци от филма, от които по уравн. 31 бе определен 
коефициентът на изтъняване, чрез който се представя скоростта на филмовото 
изтъняване. За открояване на особеностите в еволюцията, кинетичното поведение и 
равновесното състояние на филмите от смесените разтвори на BSA и C12G2 бяха 
изследвани и филми от индивидуалните вещества BSA или C12G2. 
3.4.2. Еволюция и равновесно състояние на пенни филми, стабилизирани от 
индивидуалните вещества BSA или C12G2 
Пенни филми, стабилизирани от разтвори на BSA  
На фиг. 26в са представени характерни моменти от еволюцията на изтъняване на 
филм от разтвор на BSA (110-6 mol/l) с pH=4.9. Изтъняването му е типично за 
белтъчни черни филми, описано в [Yampolskaya at al., 2006] и преминава през всичките 
етапи, представени на фиг. 2. Пенният филм изтънява с образуване на димпъл и 
неравномерността му по отношение на дебелината се запазва до прехода му в черен 
филм. В периферията на филма, където дебелината му е най-малка, се заражда черно 
петно. Разширението му е съпроводено с избутване на течността от филма и с 
деформация на Нютоновите пръстени, поради увеличаване на филмовия радиус. 
Еволюцията завършва с образуване на равновесен черен филм. Стойностите на 
дебелината, контактния ъгъл и излишък на напрежението във филма са дадени в 
Таблица 2. Според стойностите на тези параметри и размерите на BSA молекула този 
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филм е черен филм и се състои от сдвоени, хидратирани, адсорбционни слоеве от BSA. 
Направен бе опит за свиване на равновесния филм (чрез натичане на течност в него) с 
цел разклиняне на повърхностите му. Установено бе, че филмовият радиус не се 
променя, което показва, че разтвор не влиза във филма, а в преходната зона между 
филма и мениска. Това е доказателство за силно взаимодействие между филмовите 
фазови граници. Наблюдаваната картина (кадър 185 сек от фиг. 26в) е индикация за 
хистерезис (на натичане) на контакния ъгъл, наблюдаван за първи път в белтъчен филм 
от BSA от Платиканов [Платиканов et al., 1980]. На фиг. 26аб са представени кадри от 
еволюцията на филми от разтвори на BSA, но с pH=4.0 и pH=8.0. За тях не е 
наблюдавана горе описаната кинетика на изтъняване на филм от BSA при pH=4.9. 
Преминавайки само през етап 1 и 3 от фиг. 2 те достигат до стабилни равновесни (сиви) 
филми в рамките само на 7-15 сек. без образуване на димпъл. Стойностите на 
равновесната им дебелина, съответно 86-98 nm са доказателство за наличието на 
електростатична стабилизация, определена от заряда на BSA при тези рН стойности. 
Съпоставката на изтъняването на филми от разтвори на BSA с различно pH 
потвърждава извода от изследвания в [Yampolskaya et al., 2006], че действително черни 
белтъчни филми се получават при запълнен адсорбционен слой и pH=pI. За реализация 
на задачите на дисертацията бяха нужни филми с изявена кинетика на изтъняването. 
Това още веднъж потвърждава основанието ни експериментите с филми от смесените 
разтвори да проведем при рН, съответстващо на изоточката на белтъка (рН=4.9). 
Пенни филми, стабилизирани от C12G2 
Кинетиката на изтъняване на белтъчния филм при рН=4.9 бе съпоставена с 
кинетиката на изтъняване на филм, стабилизиран чрез C12G2. На фиг. 26г са 
представени кадри от изтъняването на филм от разтвор на C12G2 с концентрация 1×10-4 
mol/l (в околността на ККМ) и рН=4.9. От тях става ясно, че в рамките на еволюцията 
на един белтъчен филм (до 150 сек) филмът от C12G2 достига до равновесие без каквато 
и да е особеност в кинетика на изтъняване. Получените филми са с дебелина около 90 
nm и контактният им ъгъл клони към нула. Това показва, че филмите са със заредени 
повърхности и са силно електростатично стабилизирани. От казаното следва, че в 
адсорбционния слой от C12G2 (независимо, че според Ivanova, [Ivanova, Ph.D. Thesis, 2016] 
е със степен на запълване 0,85) има остатъчен заряд. Намереното за филмите от C12G2 
при рН=4.9 не е в съответствие с литературните данни за дебелината на филмите от 
нейонните нискомолекулни ПАВ (C12E5 и C12E6 от работите на [Manev et al., 1991; 
Angarska et al., 2003]). Според тях дебелината на филмите, в околността на ККМ, трябва 
силно да намалява. По принцип потискането на електростатиката във филма може да 
бъде осъществено по два начина: чрез промяна на рН на разтвора или чрез добавка на 
електролит. Тези възможности бяха експериментално проверени за филмите от 
разтвори на C12G2. На фиг. 26д е представен пенен филм от разтвор на C12G2 с 
концентрация 1×10-4 mol/l и рН=3.8 (считано за изоелектрична точка за филми от 
разтвори на C12G2 с концентрация 1×10-4 mol/l [Stubenrauch et al., 2007]). Представените 
кадри показват типична еволюция на ПФ от нискомолекулно вещество, който 
спонтанно преминава от обикновен черен филм в Нютонов. Показаният филм изтънява 
без образуване на димпъл и бързо достига до хомогенен тъмно сив филм. В него (бързо 
след около 46.2 сек.) се заражда черно петно, в което вероятно се заражда и нютоново 
петно, (не е регистрирано даже с процедурата, чрез която се получават кадри през 0,04 
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секунди), което запълва филма за по-малко от секунда. Филмът силно се разширява и 
достига до равновесен Нютонов филм с дебелина 7.4 nm и контактен ъгъл 4.9 градуса. 
На фиг. 26е представена еволюцията на ПФ от разтвор на C12G2 със същата 
концентрация (1×10-4 mol/l), но с добавка на 0.1 mol/l NaBr. Вижда се, че еволюцията на 
този ПФ е сходна с тази на пенния филм, стабилизиран с C12G2 при рН=3.8 (фиг. 26д), 
но кинетиката му е по-бърза и филмът за по-кратко време преминава в равновесно 
състояние на Нютонов филм. Термодинамичните параметри на този филм са подобни 
на тези за филма, получен от разтвор на C12G2 при рН=3.8 (виж Таблица 2). Еволюцията 
на филмите от разтворите на C12G2 с потисната електростатика е по-бърза от тази за 
филмите от разтвор на BSA с рН=4.9. Двете кинетики се различават по следното: 
кинетиката на филмите от чисто C12G2, с потисната електростатика, е много по-бърза; 
димпълът в тях изтича още в момента на образуването им; филмите изтъняват 
равномерно; черното петно не се образува по периферията на филма.  
3.4.3. Еволюция и равновесно състояние на пенни филми, стабилизирани от смеси 
на BSA и C12G2 
На фиг. 27 са представени кадри от еволюциите на филми от смесени разтвори 
на BSA и C12G2 с молно съотношение 1:1, 1:7.5, 1:50 и 1:100 и с pH=4.9 и 3.8 (само за 
филми от разтвори с молно съотношение 1:100). Еволюциите на филмите от смесените 
разтвори с молно съотношение 1:1 и 1:7.5 (фиг. 27аб) са подобни на тези за филмите от 
белтъчни вещества. Вижда се, че те се образуват, като преминават през всички етапи, 
характерни за една филмова еволюция и достигат до равновесни стабилни черни филми 
по-бързо в сравнение с филмите от разтвор на BSA. В тези филми също се образува 
димпъл, който остава до прехода на филма към черен. Изтъняването от периферията 
към центъра, характерно за белтъчните филми, е ясно изразено. В областта около 
периферията възникват няколко черни петна, а в центъра на филма димпълът остава. 
Разпространяването на петната става с голяма скорост, поради което част от течността 
не успява да напусне филмовото пространство и се затваря под формата на лещи. 
Около голямата леща се оформя интерференчна картина, което е доказателство, че 
разтворът в лещата е в равновесие с мениска. От показаните кадри на фиг. 27аб следва, 
че: (i) кинетиката на изтъняване на филмите от смесените разтвори 1:1 и 1:7.5 е няколко 
пъти по-бърза, отколкото тази на чистите албуминови филми (фиг. 26в); (ii) филмите са 
много по-нехомогенни по дебелина и в тях се оформят няколко участъка (домена) с 
различна дебелина. Последното означава, че филмовите им повърхности са с повишена 
способност към нагъване в сравнение с повърхностите на филма от чист BSA. Това е 
следствие от взаимодействието между белтъка и ниско молекулното ПАВ в разтворите 
на смесите 1:1 и 1:7.5. Според флуориметричните и тензиометричните данни в 
смесения разтвор 1:1 към всяка трета BSA молекула се свързва по една молекула C12G2, 
а в разтвора 1:7.5 към всяка BSA молекула се свързва по една C12G2 молекула. 
Свързването води до образуването на BSA/C12G2 асоциати с понижена хидрофобност в 
областта на единия Trp остатък. От горе казаното следва, че адсобционните слоеве на 
филмите от разтвор на чист BSA са изградени само от нативни, силно хидрофобни BSA 
молекули, които осъществяват контакти по между си. Поради това тези адсорбционни 
слоеве са структурообразувани [Izmailova et al., 1988] и са със свойства на твърдо тяло. 
Това е причина за по-ниската им способност към нагъване и забавеното филмово 
изтъняване. Адсорбционните слоеве на филмите от смесените разтвори са изградени от 
 34 
 
нативни BSA молекули и BSA/C12G2 асоциати (при съотношение 1:1) или от BSA/C12G2 
асоциати (при съотношение 1:7.5), в които взаимодействието ще е по-слабо изразено. 
Това е причина за по-високата способност на филмовите повърхности към нагъване и 
оформянето на повече домени в тях, което води до ускоряване на изтъняването. 
Изложеното за филмите от смесените разтвори със съотношение 1:1 и 1:7.5 е в 
корелация с модела за изтъняване на филми, нехомогенни по дебелина, предложен в 
работата на [Manev et al., 1997], за филми от нейонни ПАВ. Според този модел филмът 
се разбива на домени, всеки със собствена скорост на изтъняване. Колкото не 
хомогенността на филма по дебелина е по-голяма, толкова броят на домените е по-
голям и от там филмовото изтъняване е по-ускорено. 
На Фиг. 27в1-2 са представени кадри от еволюциите на изтъняване на филми (със 
свежи и остарели повърхности), образувани от смесен разтвор на BSA и C12G2 с молно 
съотношение 1:50 и pH=4.9. Вижда се, че в еволюциите на изтъняване на тези филми 
има етапи, характерни за филмите от нискомолекулни вещества (не се образува 
димпъл, петното не деформира пръстените) и етапи, типични за филмите от белтъци 
(образуване на тъмно сив пръстен по периферията на филма и зараждане на петното в 
него). Като цяло еволюцията на филма със свежи повърхности прилича повече на тази 
за филм от нискомолекулно ПАВ, докато еволюцията на филма с остарели 
повърхности, до критичното състояние, повтаря еволюцията на филма от белтък. От 
времената, дадени към кадрите, следва, че изтъняването на филма с остарели 
повърхности е силно забавено. Освен това петното, възникнало в него се разширява 8 
пъти по-бавно от петното във филма със свежи повърхности. В двата случая филмите 
достигат до равновесно състояние, с термодинамични параметри, съответстващи на 
обикновени черни филми (виж Таблица 2). Кинетиката на изтъняване на филмите от 
смесения разтвор 1:50 с остарели повърхности е по-бавна и от тази на филми, 
стабилизирани със смесите 1:1 и 1:7.5. Следва, че във филмите със свежи повърхности 
преобладават C12G2 молекули, които увеличават подвижността на фазовите граници, 
докато в тези с остарели повърхности те се изместват от асоциатите. Описаните 
особености в изтъняването на филмите от смесения разтвор 1:50 се явяват още едно 
доказателство, към тензиометричните, флуориметричните и AFM данни, за образуване 
на смесени адсорбционни слоеве на филмовите фазови граници. Разликата в 
еволюционните картини на филмите, със свежи и остарели повърхности, свързваме с 
факта, че първоначално се адсорбира нискомолекулното вещество, а на по-късен етап и 
BSA/C12G2 асоциати, които са с по-слаба повърхностна активност, поради понижената 
им хидрофобност. 
На фиг. 26г са представени кадри от еволюцията на филми от смесен разтвор с 
молно съотношение 1:100 и рН=4.9. Еволюциите, номерирани от филм 2 до филм 13, са 
за филми с различна степен на старост на повърхностите им, тъй като видеозаписите са 
направени съответно след 5, 15, 25 и 30 мин. от образуване на двойно-вдлъбнатата 
капка в държателя на капилярната клетка. Според фиг. 26г1 филмът със свежи 
повърхности изтънява до дебел, сив филм с дебелина около 67 nm и контактен ъгъл 
клонящ към нула. Неговата еволюция е подобна на тази на филма от разтвор на C12G2 
(110-4 mol/l) с рН=4.9 (виж Фиг. 26г). Това позволява да се допусне, че на филмовите 
фазови граници се е адсорбирало преимуществено C12G2. Еволюциите на филмите със 
средно остарели повърхности (филм 4 и 9) са подобни и са типични за филми от 
нискомолекулни вещества. В тях не се образува димпъл и те изтъняват чрез образуване 
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на кълбета и канали в тях. Еволюциите на тези филми стават различни след критичното 
им състояние. В някои от тях (филм 4) се образуват бързо движещи се черни петна, 
които се разширяват, сливат и запълват филма, който обаче е нестабилен и се къса. В 
други (филм 9) се образуват много на брой дребни черни петна, които замръзват във 
филма, преди достигането му до равновесие. Във филмите с остарели повърхности 
(филм 10) черните петна се зараждат по-рано във времето, но тяхното разширение е 
много бавно и те замръзват преди да успеят да се разпространят в целия филм. При 
свиване на филма, петното изпълва филма, но след последващо му разширение става 
ясно, че петното е запазило радиуса си, което е доказателство, че филмовите 
повърхности са втвърдени. Еволюцията на филмите със силно остарели повърхности 
(филм 13) е подобна на филмите от разтвор на C12G2, съдържащ електролит.  
За обяснение на наблюдаваната еволюция на филмите от смесения разтвор 1:100 
бе предложена следната хипотеза. Според повърхностната активност и кинетиката на 
адсорбция на BSA и C12G2 (виж фиг. 23а) на фазовата граница първо се адсорбира 
C12G2. Фактът, че филмите със свежи повърхности са CF показва, че тази адсорбция не 
води до пълно екраниране на електростатиката във филма. Тя се потиска допълнително 
от адсорбиращите се по-късно BSA/C12G2 асоциати. Доказателство за това са 
образувалите се черни петна и метастабилното състояние на филмите с междинни 
времена на стареене. Преподреждането на BSA/C12G2 асоциатите в адсорбционния слой 
води до уплътняването му и повишаване на модула му на еластичност, което е причина 
за замръзване на черните петна и за спиране на тяхното разширение. При дълги 
времена на стареене част от адсорбиралите се BSA/C12G2 асоциати се изместват от 
C12G2 молекули. Ако това се реализира филмите трябва да стават с по-мобилни 
повърхности и да достигат до равновесни Нютонови филми, което на практика се 
реализира. Следователно, според предложената хипотеза на филмовите фазови граници 
се образува смесен адсорбционен слой с доминиращо присъствие на C12G2 молекули в 
него, но и с присъствието на ко-адсорбирани BSA/C12G2 асоциати. Това бе проверено 
чрез съпоставка на еволюцията на филм от C12G2 (с напълно потисната електростатична 
стабилизация, постигната чрез добавка на електролит 0.1 mol/l NaBr фиг. 26е) с тази на 
филм от разтвор с молно съотношение 1:100 със силно остарели повърхности. При 
двата случая филмите достигат до Нютонови (виж доказателството на хипотезата в 
раздел 3.5). Филмите от сместа обаче, изтъняват с по-малка скорост и преходът към 
Нютонови филми се осъществява по-бавно. Регистрирано бе разширението на 
Нютоновото петно в тях, което е невъзможно в случая при филмите само от C12G2. 
Забавянето на кинетиката на изтъняване, както и кинетиката на разширението на 
петното, потвърждават присъствието на BSA/C12G2 асоциати на филмовите фазови 
граници. 
Присъствието на BSA/C12G2 асоциати на филмовите фазови граници се 
потвърждава от кинетиката на изтъняване и равновесното състояние на филма, 
представена на фиг. 27д. Той е получен от смесен разтвор BSA:C12G2=1:100, но с 
pH=3.8. При това pH BSA/C12G2 асоциатите са положително заредени и ако те 
присъстват на фазовата граница, филмът ще бъде дебел, електростатично стабилизиран. 
Еволюцията на изтъняване на представения филм действително съответства на дебел, 
електростатично стабилизиран филм. 
Данните за вида на всички изследвани филма в равновесното им състояние и 
съответните им термодинамични параметри са представени в Таблица 2. Според 
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еволюционните картини на изтъняване филмите от разтвор на BSA и от смесените му 
разтвори с C12G2 с молно съотношение 1:1, 1:7.5 и 1:100 (със силно остарели 
повърхности), с рН = 4.9 са Нютонови черни филми. Нютонов е филмът и от смесен 
разтвор 1:100 (с малко остарели повърхности), но той е нестабилен. Този извод трябва 
да се корелира с данните за дебелината на филма и контактния му ъгъл от Таблица 2. 
Данните за тези параметри, според приетия критерий за филми от нискомолекулни 
вещества (дебелина под 10 nm и контактен ъгъл над 1 градус), не съответстват на 
Нютонови филми. Ако се отчете обаче, размера на BSA молекула и възможността й тя 
да се адсорбира в положение – side-on или side-in, тогава филмите от разтвор на чист 
албумин и от смесените му разтвори с молно съотношение 1:1 и 1:7.5 можем да 
приемем за Нютонови по следните причини: дебелината на филмите от разтвор на BSA 
(11 nm), съответства на два хидратирани адсорбционни слоя, в които BSA молекула с 
размер 4 nm е в side-оn позиция; дебелината на пенните филми от смесените разтвори с 
молно съотношение 1:1 (17 nm) и 1:7.5 (17.3 nm), съответства на 4 хидратирани 
адсорбционни слоя, които обаче са от албуминови молекули и BSA/C12G2 асоциати (за 
смес 1:1) или от BSA/C12G2 асоциати (за смес 1:7,5).  
Таблица 2.Термодинамични параметри на пенни филми от разтвори на BSA, C12G2 и 
техни смеси с различен състав и pH (*нестабилен, **неравновесен) 
Вещества 
Молно 
съотношение 
pH 
heq 
nm 
Тип на 
филма
h 
deg
102mN/
m 
BSA : C12G2 1:0 
4.0 86.5 ± 1.1 CF  0  
4.9 11.1 ± 1.2 NBF 1.1 ± 0.4 1.87 
8.0 97.8 ± 0.7 CF  0  
BSA : C12G2 1:1 
4.0 96.8 ± 1.9 CF  0  
4.9 17.0 ± 2.0 NBF 1.7 ± 0.2 4.77 
8.0 90.8 ± 1.0 CF  0  
BSA : C12G2 1:7.5 4.9 17.3 ± 0.3 NBF 1.0 ± 0.1 1.48 
BSA : C12G2 1:50 
4.9 свежи 18.3 ± 0.1 CBF  0  
4.9 остарели 13.3 ± 1.4 CBF**   
 
BSA : C12G2 
 
1:100 
3.8 45.2 ± 0.5 CF  0  
4.9 свежи 67.7 ± 0.8 CF  0  
4.9  
малко остарели 
8.7 ± 1.5 NBF*   
4.9  
средно oстарели 
 CBF*   
4.9 oстарели  CBF**   
4.9  
силно oстарели 
9.6 ± 0.8 NBF 3.2 ± 0.7 8.7 
BSA : C12G2 
0:1 
3.8 7.4 ± 1.1 NBF 4.9 ± 0.5 26.0 
4.9 91.5 ± 0.9   0  
BSA : C12G2 
+ 0.1 mol/l 
NaBr 
5.8 6. ± 0.3 NBF 4.7 ± 0.2 24.0 
Според видео кадрите на равновесното състояние, филмите от смесения разтвор 
с молно съотношение 1:50 са обикновени черни филми с добра интерференчна картина 
около тях. Това е в добра корелация с данните за филмовата дебелина (13-17 nm) и 
контактен ъгъл под 1. Еволюционните картини на филмите от разтвор 1:100 с фазови 
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граници с различна степен на старост, както и данните от Таблица 2, са индикация за 
конкурентна адсорбция между C12G2 и лиофилизираните BSA/C12G2 асоциати. Във 
филмите със свежи повърхности C12G2 молекулите доминират и тъй като 
концентрацията им е под ККМ те не успяват да неутрализират отрицателния заряд на 
фазовата граница и дебелината на филмите е около 70 nm.  
С времето единични BSA/C12G2 асоциати се адсорбират, зарядът се неутрализира 
и стабилността на филмите намалява. Стабилизирането на ПФ и намаляването на 
скоростта на разпространението на петната сочат към нова адсорбция на BSA/C12G2 
асоциати, които обаче във филмите със силно остарели повърхности се изместват от 
C12G2 и филмите са с дебелина и ъгъл, съответстващи на Нютонови. Съответствието 
между визуалните картини и стойностите на термодинамичните параметри е добро за 
филмите, получени от разтворите на BSA с рН различно от изоелектричното - 
равновесни жълти филми с дебелина около 90 nm и контактен ъгъл клонящ към нула. 
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е C12G2
1×10-4 mol/l + 
0.1 mol/l NaBr, 
Филм 15
в BSA
1×10-6 mol/l
pH=4.9, Филм 16
16 s 146 s140 s135 s52 s 185 s
a BSA
1×10-6 mol/l
pH=4.0, Филм 8
б BSA
1×10-6 mol/l
pH=8.0, Филм 5
154 s
г C12G2
1×10-4 mol/l
pH=4.9, Филм 3
1 s 120 s60 s
д C12G2
1×10-4 mol/l
pH=3.8, Филм 8
32.8 s 33.6 s33.2 s 34 s
46.20 s 46.80 s46.24 s41.20 s
120 s
149 s
36 s12 s1 s 6 s
240 s
31.2 s20 s1 s 12 s
1 s 240 s 240 s120 s1 s
 
Фиг. 26. Моменти от еволюциите на пенни филми от разтвори на чистите вещества - BSA или C12G2: (а) 110-6 mol/l BSA с рН=4.0; (б) 
110-6 mol/l BSA с рН=8.0; (в) 110-6 mol/l BSA с рН=4.9; (г) 1×10-4 mol/l C12G2 с рН=4.9; (д) 1×10-4 mol/l C12G2 с рН=3.8 (е) 1×10-4 mol/l 
C12G2 и 0.1 mol/l NaBr. 
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в2 Смес – 1:50
pH=4.9, 
Филм 12
остарели 
повърхности
6.8 s1.2 s 20.4s 70 s60.4 s50 s 137 s 227 s
б Смес – 1:7.5
pH=4.9, 
Филм 1_6
5 s 35 s 47 s 72 s63 s57 s50 s48 s
а Смес – 1:1
pH=4.9, 
Филм 9
12 s 15 s13 s 18 s 20 s 66 s4 s 10 s
0.4 s 4.8 s 10.4 s 12.8 s 14.4 s 16 s 17.6 s 23.2 s
в1 Смес – 1:50
pH=4.9, 
Филм 5
свежи 
повърхности
 
Фиг. 27абв. Моменти от еволюцията на пенни филми от смесени разтвори на BSA (1×10-6 mol/l) и C12G2 с различно молно 
съотношение при рН=4.9; (а) 1:1; (б) 1:7.5; (в1) 1:50, филм със свежи повърхности; (в2) 1:50, филм с остарели повърхности;  
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г2 Смес –1:100, 
pH=4.9, Филм 4
малко остарели 
повърхности
5 s 13 s 40 s20 s 61 s50 s 75 s65 s
19 s3 s 40 s25 s 45 s42 s 220 s82 s
г1 Смес – 1:100
pH=4.9, Филм 2
свежи повърхности
г3 Смес –1:100, 
pH=4.9, Филм 9
средно остарели 
повърхности
1.2 s 4.8 s 6 s 14.4 s 19.2 s 22.4 s 24 s 48 s
30 s 60 s 240 s1 s 120 s
г4 Смес –1:100, 
pH=4.9, Филм 10
остарели повърхности
г5 Смес – 1:100, 
pH=4.9, Филм 13
силно остарели 
повърхности
52.8 s48 s44.8 s44 s43.2 s24 s14.4 s0.4 s
д Смес –1:100, 
pH=3.8, Филм 4
1 s 60 s 120 s 240 s
 
Фиг. 27гд. Моменти от еволюцията на пенни филми от смесени разтвори на BSA (1×10-6 mol/l) и C12G2 с молно съотношение 1:100 с 
рН=4.9; (г1) филм със свежи повърхности; (г2) филм с малко остарели повърхности; (г3) филм със средно остарели повърхности; (г4) 
филм с остарели повърхности; (г5) филм със силно остарели повърхности; (д) 1:100 с рН=3.8. 
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3.4.4. Скорост на изтъняване, критична дебелина и характеристични времена на 
пенни филми от смесени разтвори на BSA и C12G2  
Видеозаписите на еволюциите на образуване и изтъняване на пенните филми от 
разтвори на индивидуалните вещества и от техните смеси, представени на Фиг. 26 и 27, 
позволиха извличане на важна качествена информация. Чрез тях бяха разграничени и 
съпоставени етапите, през които преминава всеки филм от образуването му до 
критичното състояние и съответно от критичното до равновесното състояние. От видео 
кадрите на филмите в равновесното състояние бе определен директно вида на филма. 
От тях бе показано, че разликата в кинетиката на изтъняване на филмите от разтворите 
на високо и ниско молекулните стабилизатори e съществена (Фиг. 26). Намерено бе, че 
дори промяната само на pH на разтворите под и над pI води до тотално блокирване на 
процеса на изтъняване. Наблюдаван бе плавен преход в кинетиката на изтъняване на 
филмите от смесени разтвори, от кинетика характерна за високомолекулни, към 
кинетика за нискомолекулни вещества. Времената към видео кадрите категорично 
показаха, че времето за достигане до съответен етап от филмовото изтъняване се 
удължава, като функция от степента на старост на филмовите повърхности. Получената 
информация от еволюционните картини е актуална, защото такава има само в 
ограничен брой изследвания за белтъчни филми от разтвори на BSA и на филми от 
смесите му с нискомолекулни ПАВ.  
Количествени данни за кинетичното поведение на филми от разтвори на белтъци 
липсват. Липсата на такива данни се дължи на експериментални затруднения при 
определяне на филмовата дебелина, тъй като белтъчните филми се образуват с 
формирането на димпъл. Това затруднява определянето на максималния интензитет на 
отразената светлина от филма, при използване на интерферометричния метод. В 
настоящата работа това затруднение е преодоляно чрез използване на процедурата, 
предложена в работата на [Ivanova, 2016], която бе адаптирана за първи път за белтъчни 
филми. От еволюцията на изтъняване бе определена дебелината на филма, в областта 
на зараждане на критичното състояние или в произволно избрана област от него, във 
времето. От h(t) зависимостите, построени в координати на уравн. 31 (lnh(t)), бе 
определен коефициентът на изтъняване на филма [Manev et al., 1997] в така избраните 
области и дебелините в тях, съответстващи на критичното състояние. В тази глава на 
дисертацията представяме и дискутираме данните за тези параметри за филми от 
смесени разтвори на BSA (1×10-6 mol/l) и C12G2 с молни съотношения 1:7.5; 1:50 и 
1:100. Такива данни бяха получени и за филми от разтвор на чист BSA (1×10-6 mol/l) с 
pH=4.9, които бяха използвани като основа за сравнение. Поради неравномерност по 
дебелина в изследваните филми бяха определени области, в които бе определена 
скоростта на изтъняване. Тези области бяха: област на появата на първото черно петно; 
области на появата на други черни петна (за смесените разтвори); други области по 
периферията на филма; център на филма. За пет филма със съответен радиус в тези 
области бе определена дебелина във времето и бяха построени h(t) зависимостите. От 
тях бяха определени средната стойност на коефициента на изтъняване (αв първо петно; αв 
други петна), критичната дебелина (hcr в първо петно), дебелините в избраните области в 
момента на критичното състояние (hв други области), както и средните стойности на 
характеристичните времена (01; 12). 
Зависимостите h(t) и lnh(t) за пенен филми с малък радиус от разтвор на BSA са 
представени на Фиг. 29. На Фиг. 29а са представени стойностите на дебелината на BSA 
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филм от 100 nm до равновесното му състояние. На фигурата, като вмъкната картинка е 
представен филмът, на който са обозначени фотометрираните места, дадени в 
легендата. Дебелината на филма е определена през времеви интервал от 0.4 сек. В 
кривите се оформя линейна част, която преминава в плато, след което филмът със скок 
понижава дебелината си и премина в равновесно състояние на черен филм. След 
платото в кривите, съответстващи на „другите” области се констатира леко повишение 
в стойността на дебелината, което се дължи на натичане на течност в тях, избутана от 
появата на черното петно.  
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● y = -0.033x + 4.512
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Фиг. 29.a) Изтъняване на ПФ от индивидуален разтвор на BSA (1×10-6 mol/l) в областта 
на първото черно петно или в други области от филма, в това число и в неговия център; 
б) lnh(t) зависимости за различните области от филма. 
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От фигурата се вижда, че дебелината най-бързо намалява в областта на черното петно, а 
най-бавно в центъра, което е в корелация с качествените изводи, направени в 
предходната глава. Освен това времето за достигане до критичното състояние, в 
областта на петното, е най-малко. Зависимостта h(t) за линейната част от кривите, 
представена в координати на уравн. 31, е показана на Фиг. 29б. От наклона на 
получените прави е определен коефициентът на изтъняване α, чрез който в настоящата 
работа се представя скоростта на изтъняване. Предимството му пред изчислената (чрез 
уравнение) скорост на изтъняване е, че той дава реалната скорост на изтъняване и 
включва всички известни и неизвестни фактори, които влияят върху филмовото 
изтъняване. Данните за коефициента на изтъняване на Фиг. 29б потвърждават изводите, 
направени от Фиг. 29а – стойността на α от 0.032 сек-1 в петното намалява до 0.021 в 
центъра на филма. Разликите в стойността на α за „другите области” от филма са 
близки и са в границите на грешката на определянето, поради което в Таблица 3 те са 
обединени в една средна стойност (αв други области). Според усреднените стойности за αв 
първото петно и αв други области следва, че филмът от BSA по време на изтъняването се разбива 
на два домена с различни скорости. Увеличаването на радиуса на филма води до 4 
кратно намаляване на скоростта на изтъняване в петното и 5 кратно в другите области 
на филма. В Таблица 3 са представени данни и за дебелината на филма, определена 0.4 
сек преди зараждане на черното петно в областта, където то възниква. Според теориите 
за изтъняване на пенни филми от разтвори на нискомолекулни ПАВ тази дебелина се 
нарича критична дебелина hcr. В Таблица 3 тя е наречена hcr в първото петно. Времето за 
достигане до това критично състояние 01 бе също определено и това позволи да бъдат 
намерени дебелините, съответстващи на него, но в други области от филма (hв други 
области от филма). Намерено бе, че стойността на hcr в първото петно не зависи от филмовия 
радиус, докато тази за hв други области от филма нараства с неговото нарастване. 
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Фиг. 30. Изтъняване (а) и (в) и lnh(t) зависимости (б) и (г) за филми (с малък и голям 
радиус) от смесени разтвори на BSA и C12G2 с молно съотношение 1:7.5 или 1:50 и 
pH=4.9. Данните са за областта на появата на първото черно петно. 
На Фиг. 30 са представени h(t) и lnh(t) зависимостите за филми от смесени 
разтвори с различно молно съотношени (1:7.5; 1:50), получени в областта на зараждане 
на първото петно. На тази фигура отново са представени и зависимостите за филм от 
разтвор на чист албумин. Разликата между Фиг. 30аб и Фиг. 30вг е в радиуса на филма. 
На фиг. 30ав се открояват две основни тенденции: филмовото изтъняване до 
критичното състояние може да се приеме за линейно и то не зависи съществено от 
състава на сместа; скоростта на изтъняване на филмите от смесените разтвори е по-
голяма, отколкото тази на филмите от разтвор на чист белтък - усреднените данни за 
коефициента на изтъняване в първото петно, представени в Таблица 3, показват, че 
малките филми, получени от смесен разтвор с молно съотношение 1:7.5 изтъняват три 
пъти по-бързо, а големите филми 9 пъти, в сравнение с тези от разтвор на чист 
албумин.  
Първата тенденция е логична, защото кривите са получени за областта в 
периферията на филмите, където изтъняването започва и петното възниква. Втората 
обаче не е в корелация с уравненията на Рейнолдс и Манев-Цеков-Радоев, според които 
скоростта на изтъняване зависи линейно от повърхностното напрежение. Следва, че с 
намаляване на повърхностното напрежение, скоростта на изтъняване трябва да 
намалява. За дискутираните филми повърхностното напрежение намалява в посока от 
разтвора на чист BSA към смесените разтвори с увеличаване на молното съотношение. 
Съответно филмите от смесите трябва да изтъняват по-бавно от тези от разтвора на 
чист албумин. Според данните от Фиг. 30 те изтъняват по-бързо. Това може да се 
свърже със състава на адсорбционите слоеве на филмовите фазови граници, който за 
филмите от смеси ще се определя от взаимодействието между нискомолекулното 
вещество и белтъка. Според резултатите от тензиометрията и флуорисценцията 
(представени подробно в предходните глави) в разтвора с молно съотношение 1:7.5 
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много от молекулите на ПАВ са затворени в хидрофобните „джобове“ на BSA молекула 
и вероятно малък брой от тях се адсорбират на филмовите фазови граници. В този 
случай образувалите се BSA/C12G2 асоциати са с нативна структура, подобна на BSA 
молекула, но с намалена хидрофобност. Това намалява взаимодействието между 
асоциатите в слоя и степента му на структурообразуване, в сравнение със слоя от 
чист BSA. Следва че повърхностите на тези филми ще са с повишена способност към 
нагъване в сравнение с повърхностите на филма от чист BSA. Повишената скорост на 
изтъняване на филмите, образувани от разтвори с молно съотношение 1:50 свързваме с 
нехомогенноста на филмовите повърхности, водеща до повишаване на способността 
към нагъване. В този случай филмовите повърхности са смесени адсорбционни слоеве, 
съдържащи домени на C12G2 и BSA/C12G2 асоциати. За очакване е количеството на 
асоциатите в тях да е по-малко, тъй като те са по-силно лиофилизирани в сравнение с 
BSA/C12G2 асоциатите при 1:7.5 и да доминират молекулите на C12G2. Това би довело 
до по висока скорост на изтъняване на тези филми, в сравнение с тази на филмите от 
смесен разтвор с молно съотношение 1:7.5. Такова ускорение не е намерено, дори 
изтъняването на филмите с малък радиус е забавено. Това може да се дължи на 
повишен вискозитет на разтвора, поради понижената адсорбция на BSA/C12G2 
асоциатите. Ускореното изтъняване на филмите от смесените разтвори, съгласно 
уравненията за скоростта на изтъняване (Рейнолдс, Манев-Цеков-Радоев), може да се 
дължи на намален вискозитет на разтворите, поради намаляване на размера на BSA 
агрегати.  
Според теорията за филмовото изтъняване филмите с малък радиус изтичат по-
бързо от тези с голям. Такава тенденция е намерена само за филмите, образувани от 
разтвор на белтък, докато за филмите на смесените разтвори, при съотношение 1:7.5 и 
1:50, радиусът не оказва съществено влияние.  
Ускорението във филмовото изтъняване бе свързано с нехомогенността на 
филма по дебелина, приета като причина в модела на Манев-Цеков-Радоев, обсъден 
при анализиране на еволюционните картини. Ако този подход се възприеме за 
белтъчните филми, то би следвало, че скоростта на изтъняване във всеки един от 
сегментите от филма (домени) трябва да е еднаква. Това се потвърждава от данните (за 
сегмента периферия на филма), за филм от смесен разтвор с молно съотношение 1:7.5, 
представени на фиг. 31аб. В този филм за по-малко от секунда възникват няколко черни 
петна. Зависимостта h(t) за трите места от филмовата периферия, където се появяват 
черните петна, е представена на фиг. 31а. От фиг. 31б се вижда сходството в линейните 
зависимости. То се потвърждава от еднаквите стойности на коефициента на изтъняване. 
За филм от разтвор с молно отношение 1:7.5 е оценена и скоростта на изтъняване за 
областите разположени между периферията и центъра. Данните за αв други области са 
показани на Фиг. 31в и са представени в Таблица 3. Вижда се че зависимостта lnh(t) за 
тях не е линейна, както в случая за областта на първото черно петно. Кривите са с два 
наклона, от които съответно е определен коефициента на изтъняване. Стойностите му, 
определени от първите наклони са близки до тази в петното, докато определените от 
вторите наклони са значително по-ниски. Това означава, че изтъняването в 
периферията води до намаляване на скоростта на изтъняване в съседните области и в 
центъра на филма. 
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петно 1 - y = -0.105x + 4.605
2 - y = -0.079x + 4.519
1 - y = -0.095x + 4.577
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Фиг. 31. h(t) (а) и lnh(t) (б) зависимости в областта на първото, второто и третото черно 
петно във филм, образуван от смесен разтвор на BSA с C12G2. lnh(t) зависимости (в) в 
областта на появата на първото черно петно и в други области от същия филм.  
От разтвор с молно съотношение 1:50 бяха изследвани филми със свежи и 
остарели фазови граници, чиито еволюционни картини са показани на фиг. 27в1-2. На 
фиг 32. представяме lnh(t) зависимостите за филм със свежи повърхности, в различни 
негови участъци. На фигурата са представени и стойностите на коефициента на 
изтъняване за тях. Те нарастват от центъра към периферията, подобно както в 
белтъчните филми (филми от разтвор на чист белтък и от негов смесен разтвор с C12G2 
1:7.5). Това показва, че независимо, че филмът, според еволюционните картини, 
изглежда по-равномерен от този от разтвор 1:7.5, той също е неравномерен по 
дебелина. Установено бе, че когато повърхностите на филма „остареят“, скоростта на 
разпространение на черните петна в него значително намалява. Количествена оценка за 
това е представена на фиг. 33. На същата фигура, с цел съпоставка, са представени и 
скоростите на разпространение на черните петна във филм от разтвор на чист BSA, от 
смесен разтвор с молно съотношение 1:7.5, както и от разтвор 1:50, но със свежи 
повърхности. Може да се види, че скоростта на разпространение на черното петно във 
филмите от разтвор на BSA и сместа 1:7.5 е почти еднаква. Това е още едно 
доказателство, че филмовите повърхности в тези случаи са запълнени от BSA молекули 
или от BSA/C12G2 асоциати със структура, подобна на нативната молекула на белтъка. 
От фигурата се вижда, че има съществена разлика в скоростта на разпространение на 
черното петно за филми с различна степен на старост на фазовите граници при молно 
съотношение 1:50. Филмите със свежи повърхности изтъняват значително по-бързо, 
като черното петно запълва филма за време по-малко от 15 сек. Скоростта на 
разпространение на петното във филма с остарели повърхности е силно понижена. Това 
е още едно доказателство за твърдението ни, че първоначално се адсорбира 
нискомолекулното вещество, а на по-късен етап и BSA/C12G2 асоциати, които са с по- 
слаба повърхностна активност, поради понижената им хидрофобност.  
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Фиг. 32. lnh(t) зависимост за пенен филм (със „свежи“ повърхности) от разтвор на BSA 
(1×10-6 mol/l) с C12G2 (5×10-5 mol/l) в областта на черните петна, в други области от 
филма и в неговия център. 
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Фиг. 33. Разпространение на черното петно с времето във филми от BSA и негови 
смеси с молно съотношение 1:7.5 и 1:50. 
В същите области, в които бе определено изтъняването на филмите от смесени 
разтвори с молно съотношение 1:7.5 и 1:50, бе определена и критичната дебелина. 
Установихме, че преходът от обикновен черен филм към Нютонов черен филм, в 
случая за филм от разтвор 1:7.5, е много бърз процес, който отнема по-малко от 0.4 
секунди. За да се определи прецизно критичната дебелина (hcr) от направения видео 
запис бяха изрязани снимки (чрез софтуерна програма) на всяка 0.04 секунда. От тях 
точно бе определен момента на зараждане на черното петно, което позволи да бъде 
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определена hcr в първо петно и , както и съответстващите на това време дебелини в 
другите участъци от филма (h в други области). Тази процедура бе използвана за определяне 
на стойностите на тези параметри за всички филми от смесените разтвори. Усреднените 
им стойности са представени в Таблица 3. От тях бяха извлечени следните изводи:  
 съставът на разтвора и филмовият радиус не оказват влияние върху 
стойностите на дебелините в областта, където се заражда черното петно;  
 стойностите на филмовите дебелини в другите области, различни от тези 
на зараждането на черното петно, са около 50% по-високи, което е индикация, че 
филмовите повърхности са силно нагънати преди и около критичното състояние;  
 стойностите на филмовата дебелина в другите области се увеличава с 
нарастването на филмовия радиус. 
 голямата разлика между дебелината в периферия на филма и тази на 
други места от него показва, че стойността за критичната дебелина не може да се 
получи чрез усредняване на дебелините във всички области на филма (както по 
периферията, така и от вътрешността му) в момента на критичното му състояние. 
Следователно критичната дебелина за белтъчни филми губи класическия си смисъл. 
Възниква нуждата от изказване на нова дефиниция за критична дебелина за силно 
нехомогенни филми, каквито са белтъчните.  
Филмите от разтвор 1:100, със свежи повърхности, изтъняваха до равновесна 
дебелина (h≈70 nm) без реализиране на критично състояние. Поради това в Таблица 3 
представяме данни за скоростта на изтъняване, критичната дебелина и дебелината в 
другите области само за филми с остарели повърхности. Вижда се, че няма съществена 
разлика в скоростта на изтъняване в първото черно петно за филмите с различен 
радиус. Стойностите на критичната дебелина и дебелината в други области от филма са 
близки, което е доказателство за нарастване на хомогенността на филма по дебелина. 
Това е в добра корелация с визуалните наблюдения, че кинетиката на изтъняване на 
тези филми е подобна на тази на филмите, стабилизирани от нискомолекулно ПАВ. За 
да потвърдим състава на филмовите фазови граници, на филмите (с остарели 
повърхности) от смесения разтвор 1:100, съпоставихме изтъняването им с това на 
филми от индивидуален разтвор на C12G2. На фиг. 34а са представени h(t) 
зависимостите, а на фиг. 34б данните за коефициента на изтъняване на тези филми. 
lnh(t) зависимостите потвърждават анализа, направен на базата на еволюционните 
картини. Вижда се, че филмът с остарели повърхности от смесен разтвор 1:50 изтънява 
по-бавно в сравнение с другите два филма – стойността на коефициента му на 
изтъняване е 4 пъти по-ниска от тази на филма от разтвора на C12G2. Това показва, че 
филмовите фазови граници не са изграсени само от молекулите на C12G2, а са смесени 
адсорбционни слоеве, в които присъстват BSA/C12G2 асоциати. Коефициентите на 
изтъняването за филма от смесения разтвор 1:100 и от разтвора на чист малтозид са 
еднакви по стойност, което потвърждава доминиращото присъствие на C12G2 
молекулите на филмовите фазови граници. По-дългото време за достигане до 
критичното състояние на филма от сместа 1:100 потвърждава наблюдаваното забавяне 
в кинетиката на изтъняването му, което подкрепя и издигната от нас хипотеза за 
вграждане на BSA/C12G2 асоциати на по-късен етап. 
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Фиг. 34. Изтъняване (а) и lnh(t) зависимости (б) за филми (с малък радиус) от разтвор 
на C12G2 (1×10-4 mol/l) с потисната електростатика и от смесени разтвори на BSA и 
C12G2 с молно съотношение 1:50 и 1:100 при pH=4.9. 
За всички изследвани филми бяха определени характеристичните времена 01 и 
12. От стойностите, представени в Таблица 3, ясно се вижда че характеристичните 
времена са най-големи за филмите от разтвор на BSA, което е в добра корелация с 
данните за коефициента на изтъняване. Стойностите на тези времена са сравнително 
еднакви за смесените разтвори с молно съотношение 1:7.5 и 1:50. За всички изследвани 
разтвори е наблюдавана зависимостта на характеристичните времена от филмовия 
радиус - колкото радиусът на филм е по-голям, толкова са по-високи стойностите на 
01 и 12. Получените данни свидетелстват и за връзка между характеристичните 
времена и степента на старост на фазови граници за филмите, образувани от разтвори с 
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молно съотношение 1:50 и 1:100. От таблицата ясно се вижда, че стойностите на 
характеристичните времена, за филмите с молно съотношение 1:50, нарастват с 
нарастване на степента на старост на повърхностите им. Тази тенденция е точно 
противоположна за филмите с молно съотношение 1:100. Стойностите на 01 и 12 
намаляват с остаряване на филмовите повърхности. Това е резултат от доминиращата 
адсорбция на C12G2 с времето. От представения анализ за влиянието на състава на 
сместа, филмовия радиус и степента на старост на филмовите повърхности върху 
стойността на характеристичните времена следва, че те могат да бъдат един комплексен 
количествен параметър за кинетичното поведение на филми от смесени разтвори, с 
участието на белтъци. 
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Таблица 3. Кинетични параметри на пенни филми от разтвори на BSA и негови смеси с C12G2 с различно молно съотношение (свежи 
повърхности
а
, остарели повърхности
б
). 
Филмови 
параметри 
BSA BSA + C12G2 BSA + C12G2 BSA + C12G2 
1:0 1:7.5 1:50 1:100 
радиус на 
филма, mm 
r1 r2 r1 r2 r1 r2 
r1 r2 
свеж
и 
остарели свежи остарели 
0.038 ± 0.001 0.077 ± 0.003 0.038 ± 0.001 0.080 ± 0.005 0.045 0.083 0.046 ± 0.007 0.088 ± 0.008 
в първо петно, s-1 0.032 ± 0.002 0.008 ± 0.0002 0.091 ± 0.02 0.07 ± 0.0 2 0.072 0.073 
няма 
петно 
0.070 ± 
0.008 
0.034 
0.063 ± 
0.01 
hcr в първо петно, 
nm 
31.1 ± 2.4 31.2 ± 0.4 31.3 ± 2.7 31.3 ± 4.5 32.2 ± 2.9 31.8 ± 2.2   30.0 ± 0.8 
33.8 ± 
1.0 
31.0 ± 0.7 
в други петна, s-1 няма други петна 0.094 ± 0.02 0.066 ± 0.007 0.064 0.039 ± 0.04 много и силно подвижни петна 
hв други петна, 
nm 
    43.5 ± 2.0 42.7 ± 2.5 43.3 ± 3.2 42.9 ± 0.1 експериментално неопределяема 
в други области, 
s-1 
0.026 ± 0.003 0.005 ± 0.002 0.084 ± 0.002 0.01 ± 0.003 0.05 ± 0.005 0.04 ± 0.003 0.047 
0.063 ± 
0.006 
0.031 ± 
0.001 
0.053 ± 
0.002 
h в други области, 
nm 
56.4 ± 0.1 65.7 ± 2.1 77.7 ± 14.6 91.3 ± 4.1 60.06 ± 3.7 61.0 ± 4.3 70.86 37.6 ± 1.5 
35.1 ± 
0.4 
31.44 ± 
1.3 
01, s 80.0 ± 17.0 108.0 ± 50.0 13.0 ± 6.0 24.0 ± 11.0 14.2 ± 0.2 22.6 ± 0.2   45.0 63.0 30.0 
12, s 8.7 ± 3.0 12.7 ± 0.6 5.7 ± 0.6 14.5 ± 5.0 9.0a - 61.0б 30.0а-79.0б   12.0 28.0 3.0 
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3.5. Подход за оценяване на ко-адсорбцията на BSA в пенен филм от смесен 
разтвор на BSA и C12G2. Хипотеза за състава на изследваните филми от смесени 
разтвори 
Показано бе, че кинетичното поведение на ПФ от смесени разтвори на BSA и 
C12G2 зависи от молното съотношение на компонентите в сместа и от степента на 
старост на филмовите фазови граници. Тези фактори се отразяват върху състава на 
адсорбционните слоеве по следния начин. С нарастване на молното съотношение се 
променя състава на разтвора, тъй като взаимодействието между BSA и C12G2 в него 
води до намаляване на агрегатите от BSA и лиофилизация на BSA/C12G2 асоциатите. 
Това се отразява, както на повърхностната активност на компонентите в разтвора, така 
и на взаимодействията между тях в адсорбционния слой. При образуване на пенния 
филм, от смесен разтвор, са на лице условия за реализация на паралелна адсорбция. 
Ако повърхностната активност на адсорбиращите се компоненти е близка, то се 
получава смесен адсорбционен слой, без доминиращо присъствие на един от 
компонентите. Ако това условие не е изпълнено е възможно протичането на 
конкурентна адсорбция, която води до последователна адсорбция на компонентите или 
до изместване на единия компонент от другия във времето. В този случай, образувалият 
се адсорбционен слой е смесен - преимуществено изграден от единия компонент, но и с 
участието на втория. Увеличаването на степента на старост на филмовите повърхности 
повишава вероятността за осъществяване на такава конкурентна адсорбция. В 
литературата при обсъждане на кинетичното поведение на филми се използват 
предимно данни за конкурентната адсорбция, получени чрез изследване на нанесени 
адсорбционни слоеве [Stanimirova et al., 2013; Mackie et al., 1999; Tencer et al., 2007; 
Damodaran et al., 2004; Gunning et al., 2004] или данни за паралелната и последователна 
адсорбция, получени чрез DSA метод [Stanimirova et al., 2013]. В изследването на 
[Stanimirova et al., 2013] за първи път, чрез клетка със замяна на разтворителя, са 
получени и филми от Hydrophobin и SDS, при контролирано зададена паралелна и 
последователна адсорбция на филмовите фазови граници. Данните, за филмовите 
дебелини са използвани за определяне на състава и структурата на филмовите фазови 
граници.  
В настоящата работа е предложен подход за оценяване на ко-адсорбцията на 
BSA в пенен филм, получен от смесен разтвор на BSA и C12G2 на базата на данни за: 
кинетиката на повърхностното напрежение; кинетичното поведение и равновесните 
свойства на пенен филм; концентрацията на BSA в “суха” пяна. В Глава 3 Раздел 2 са 
предствени данните за повърхностното напрежение на индивидуалните разтвори от 
BSA, C12G2, както и данните за смесените им разтвори с различно молно съотношени. В 
Глава 3 Раздел 3, на базата на данни от AFM, са изказани хипотези за състава на 
адсорбционите слоеве, образувани от изследваните разтвори. В настоящия раздел 
представяме данни за вискозитета в пенен филм и съпоставка на кинетичното 
поведение на пенни филми от разтвор с молно съотношение 1:100 с това на филми от 
разтвор на C12G2 при рН=4.9 и 3.8.  
3.5.1. Определяне на вискозитета в пенен филм на базата на данни за неговото 
изтъняване  
Съгласно уравненията на Рейнолдс (уравн. 21) и Манев-Цеков-Радоев (уравн. 22) 
скоростта на изтъняване на пенен филм, зависи обратно пропорционално от 
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вискозитета на разтвора. При използване на тези уравнения за ПФ, стабилизирани с 
нискомолекулни ПАВ, се допуска, че вискозитетът в него е равен на вискозитета на 
разтвора, от който той е получен. Обикновено за вискозитета на водните разтворите на 
ПАВ се използва стойността на водата, тъй като концентрацията им в тях е много 
ниска. Възможно е тази практика да не е удачна за филмите от разтвори на белтъци. От 
една страна в разтвор на белтък (особенно в изоелектричната точка, където 
повърхностният заряд на белтъка е равен на нула) е възможно агрегиране, което в ПФ 
(ограничен обем) може да бъде дори засилено. От друга страна пък в смесен разтвор на 
белтък с нискомолекулно ПАВ, агрегирането е затруднено, поради лиофилизация на 
белтъчните молекули, породена от свързването на нискомолекулното ПАВ върху тях. 
Горе изказаните съображения, показват, че вискозитетът на разтвор на белтък или 
вискозитетът на смесения му разтвор с нискомолекулно ПАВ, може да бъде различен 
от вискозитета на водата, в зависимост от неговия състав и рН. Следователно при 
анализиране на данните за кинетичното поведение на ПФ от разтвор на белтък е 
задължително отчитане на влиянието на вискозитета. В предходната глава бе изказано 
предположение, че ускореното изтъняване на филмите от смесени разтвори в сравнение 
с това на филмите от разтвор на чист BSA, може да се дължи на намаление на 
вискозитета в тях, поради намаляване на размера на BSA агрегати, като резултат от 
лиофилизацията на BSA молекула, върху която се свързват C12G2 молекули.  
В настоящата работа вискозитетът на използваните разтвори бе измерен с 
метода на Оствалд. Данните за него са представени в Таблица 4. Според тях стойността 
на вискозитета им не се различава от този на чиста вода. Този неочакван резултат може 
да бъде обяснен с неправилен подбор на радиуса на капилярата на вискозиметъра на 
Оствалд или с ограничение на точността на метода. За да бъдат преодолени тези 
експериментални затруднения в настоящата работа разработихме процедура за 
определяне на вискозитета в разтвора и в пенен филм от данни за неговото изтъняване, 
т.е. използвахме тънкия течен филм като вискозиметър. От уравненията на Рейнолдс и 
Манев-Цеков-Радоев, чрез математични преобразувания, получихме две уравнения за 
вискозитета на разтвора (уравн. 21II и 22II) и две уравнения за вискозитета във филма 
(уравн. 23II и 24II). Решението, кое от предложените уравнения да бъде използвано бе 
взето въз основа на информация за закона, по който филмите реално изтъняват. Тя бе 
получена чрез съпоставка на експерименталните h(t) зависимостите с теоретично 
предсказаните по Рейнолдс и по Манев-Цеков-Радоев (МЦР). На фиг. 35 (с фигурките) 
са показани h(t) зависимостите за филм от разтвор на BSA и от смесения му разтвор с 
молно съотношение 1:7.5, както и теоретичните h(t) зависимостите (плътни и 
пунктирни линии), оценени по уравнението на Рейнолдс и по МЦР. Вижда се, че 
изтъняването на филмите от тези разтвори преди 100 nm се подчинява на уравн. Re, 
затова вискозитетът на разтвора изчислихме чрез уравн. 21II. След 100 nm изтъняването 
на филмите от албумиона се забавя, спрямо предсказаното по Рейнолдс. Независимо от 
това за изчисляване на вискозитетът в тях бе използвано уравн. 23II, тъй като от 
познатите уравнения за скоростта на изтъняване, все пак то е най-подходящо. 
Изтъняването на филмите от смесения разтвор 1:7.5 след 100 nm следва предсказаното 
по Рейнолдс и вискозитетът в тях изчислихме, използвайки уравн. 23II. 
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Фиг. 35. Експериментална и теоретично оценена h(t) зависимост за филми от чист 
разтвор на BSA и смесен разтвор с молно съотношение BSA:C12G2 = 1:7.5, рН=4.9. 
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Фиг. 36. Експериментални и теоретично оценени h(t) зависимости за филми от смесени 
разтвори с молно съотношение BSA:C12G2 = 1:50; 1:100, при рН=4.9. 
На фиг. 36 е показана съпоставката между експерименталните h(t) зависимости и 
оценените с уравн. Рейнолдс и МЦР, но за филми от смесените разтвори със 
съотношения 1:50 и 1:100. Вижда се, че филмите, получени от разтвори с молно 
съотношение 1:50 изтъняват по закона на Рейнолдс, докато тези получени от разтвори с 
молно съотношение 1:100 – по закона на МЦР, т.е. тяхното изтъняване е силно 
ускорено. Това ни даде основание за изчисляване на вискозитета на разтвора да 
използваме уравн. 21II (за смес 1:50) и уравн. 22II (за смес 1:100), а за вискозитета във 
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филма уравн. 23II (за смес 1:50) и уравн. 24II (за смес 1:100). В тези уравнения участва 
производната -dV/dt. Тя бе определена от наклона на експерименталните h(t) 
зависимости. На фиг. 37 са показани h(t) зависимостите, преди и след 100 nm построени 
в координати h-2(t) и h-7/5(t), в съответствие на уравнението на Рейнолдс и МЦР. 
Празните фигурки се отнасят за изтъняването преди 100 nm, а запълнените фигурки се 
отнасят за изтъняването след 100 nm. Наклоните на h-2(t) и h-7/5(t) зависимости преди и 
след 100 nm, използвахме за изчисляване на вискозитета съответно в разтвора и във 
филма. 
Стойностите на вискозитета в разтворите на BSA и сместа му (1:7.5), получени 
от филмовото изтъняване (преди 100 nm), както и тези, получени във филмите (след 
100 nm) са представени в Таблица 4. Вижда се, че те са по-високи от стойностите, 
измерени по метода на Оствалд. Намерено е, че стойностите след 100 nm са по-високи, 
в сравнение с тези преди 100 nm, което се дължи на взаимодействието между 
филмовите повърхности. Стойностите на вискозитета за смесите 1:50 и 1:100, преди и 
след 100 nm са в съответствие с измерения вискозитет по Оствалд. Данните за 
вискозитета в разтвора и във филма използвахме за изчисляване на радиуса на 
частиците (уравн. 24-25III) в изследваните разтвори.  
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Фиг. 37. h-2(t) и h-7/5(t) зависимостите за филми от разтвор на чист BSA и смесени 
разтвори с молно съотношение BSA:C12G2 = 1:7.5; 1:50; 1:100, рН=4.9. 
Стойностите за R в разтворите на BSA и неговата смес с 1:7.5 съответстват на големи 
агрегати от белтъка. Стойността на R в смесения разтвор 1:50, намалява, което е 
индикация за намаляване на агрегацията. Стойността на R в разтвора 1:100 съответства 
на радиуса на албуминова молекула, което е доказателство за липсата на агрегация. 
Намаляването на степента на агрегация с нарастване на молното съотношение 
свързваме с взаимодействието на BSA с C12G2, което води до хидрофилизация на 
молекулата му. В таблицата са представени и стойностите на размера на агрегатите, 
изчислени на базата на вискозитета във филма. Както се вижда те са по-високи в 
сравнение с тези, изчислени от вискозитета, получен от изтъняването преди 100 nm. 
Стойността им намалява с увеличаване на молното съотношение на смесените 
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разтвори. Намереното намаление на вискозитета и степента на агрегация в пенните 
филми, от смесени разтвори, потвърждава изказаното предположение за ускореното 
изтъняване на филмите от смесени разтвори в сравнение с това на филмите от разтвор 
на чист BSA. 
Таблица 4. Данни за вискозитета на разтвор на BSA и смесите му разтвори с C12G2, 
измерени чрез метода на Оствалд или получени от филмовото изтъняване. Данни за 
радиуса (R) на агрегатите, получени чрез уравнението на Айнщайн. 
BSA:C12G2 1:0 1:7.5 1:50 1:100 0:1 
, mN/m 53.4 51.8 45.4 36.8 40.1 
η (Оствалд), mPa.s 0.91 0.91 0.91 0.91 0.90 
η преди 100 nm, mPa.s 1.60 1.50 0.95 0.90 - 
R, nm (в разтвора) 49 47 21 - - 
η след 100 nm, mPa.s 2.8 2.18 0.96 1.10 - 
R, nm (във филма) 69 61 32 34 - 
3.5.2. Кинетичното поведение на пенни филми от индивидуален разтвор на C12G2 
и от смесен разтвор на BSA:C12G2 = 1:100 при рН=4.9 и 3.8 
Според визуалните наблюдения изтъняването на филмите от смесен разтвор 
BSA:C12G2=1:100 е подобно на това на филмите от разтвор на C12G2. Това се 
потвърждава и от коефициентите на изтъняването на тези филми, стойностите на които 
са близки. Според тези данни филмовите фазовите граници трябва да са изградени от 
C12G2 молекули. По-дългото време за достигане до критичното състояние на филма от 
сместа 1:100, обаче показва, че на по-късен етап в адсорбционния слой се вграждат и 
единични BSA/C12G2 асоциати. Наличието им се потвърждава и от данните, получени 
от AFM-изображенията. За да докажем ко-адсорбцията на BSA/C12G2 асоциати в пенен 
филм от смесения разтвор 1:100, съпоставихме скоростта му на изтъняване с тази на 
ПФ от индивидуален разтвор на C12G2. За целта построихме h(t) зависимостите за 
филми от разтвори на индивидуалните вещества BSA (110-6 mol/l) и C12G2 (110-4 
mol/l) и за филми от тяхната смес при pH=4.9 (изоелектричната точка на белтъка) и pH= 
3.8 (изоелектрична точка за филмите от C12G2). 
Представените данни на Фиг. 38 са за филми от смес 1:100, с различна степен на 
старост на повърхностите им, тъй като еволюциите им са записани съответно след 5, 
15, 25 и 35 мин. от образуване на двойно-вдлъбната капка. Представените еволюции на 
фиг. 38а показват, че: филмите от смесения разтвор със свежи повърхности (филм 2) 
изтъняват по начин подобен на филмите от разтвора на чисто C12G2 (филм 3); филмите 
със средно остарели повърхности (филм 4, 9) стават нестабилни при появявата на 
подвижни (филм 4) или замръзваващи черни петна (филм 9) в тях; във филмите с 
остарели повърхности (филм 10) най-рано се зараждат черните петна, но тяхното 
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разширение е най-бавно и те замръзват преди да успеят да се разпространят в целия 
филм.  
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Фиг. 38. h(t) (а) и lnh(t) (б) зависимости за филми от индивидуални разтвори на BSA, 
C12G2 и сместа им с молно съотношение равно на 1:100, рН=4.9.  
Установените особености в изтъняването на филмите, с различна степен на 
старoст на повърхностите им, са потвърдени от определените за тях коефициенти на 
изтъняване (до появата на петното), представени на Фиг. 38б. Намерената тенденция за 
нарастване на скоростта на изтъняване е точто противоположна на известната за 
филми, стабилизирани с BSA [Yampolskaya et al., 2006]. За обяснение на намерената 
нетипичната еволюция на филмите с остарели повърхностни бе издигната следната 
хипотеза. Според състава на разтвора, повърхностната активност и кинетиката на 
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адсорбция на използваните ПАВ на фазовата граница първо се адсорбира C12G2. 
Фактът, че филмите със свежи повърхности са CF показва, че тази адсорбция не води 
до пълно екраниране на електростатиката във филма. Тя се потиска допълнително от 
адсорбиращите се по-късно BSA/C12G2 асоциати. Доказателство за това са образувалите 
се черни петна и метатабилното състояние на филмите с междинни времена на 
стареене. Преподреждането на BSA молекули в адсорбционния слой води до 
уплътняването му и повишаване на модула му на елестичност, което е причина за 
замръзване на черните петна и за спиране на тяхното разширение. При дългите времена 
на стареене е възможно част от адсорбиралите се BSA/C12G2 асоциати да се изместят от 
C12G2 молекулите. Ако това се реализира филмите стават с по-мобилни повърхности и 
ще достигат до равновесни Нютонови филми, което на практика се реализира. Следва, 
че издигнатата хипотеза предполага образуване на смесен адсорбционен слой с 
доминиращо присъствие на C12G2, но и с присъствието на ко-адсорбирани BSA/C12G2 
асоциати.  
Валидността на предложената хипотеза бе проверена по четири начина: 
1. Съпоставена бе h(t) зависимостта за филм с остарели повърхности от смесения 
разтвор (BSA:C12G2=1:100, pH=4.9) с тази за филм от C12G2 с напълно потисната 
електростатична стабилизация (постигната чрез добавка на електролит 0.1mol/l NaBr 
или промяна на pH на разтвора до 3.8). От Фиг. 39 се вижда, че корелацията между h(t) 
зависимостите на филмите (филм 32, 8) с потисната електростатична стабилизация е 
добра (и в двата случая филмите достигат до Нютонови). Филмите от сместа, в 
началото, изтъняват с по-голяма скорост, но достигат по-бавно до критичното и 
равновесно състояние. Преходът към Нютонови филми при тях се осъществява по-
бавно и позволява да се проследи разширението на Нютоновото петно (виж Фиг. 27г), 
което е невъзможно в случая при филмите само от C12G2 с подтисната електростатика в 
тях (виж Фиг. 26де). Забавянето на скоростта на разширението на петното, може да се 
свърже с присъствието на белтък на филмовите фазови граници. 
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Фиг. 39. h(t)и lnh(t) зависимост за филми от индивидуални разтвори на C12G2 с 
потисната електростатика и от смесен разтвор BSA:C12G2 = 1:100, pH=4.9.  
 61 
 
0
20
40
60
80
100
0 10 20 30 40 50 60
Д
е
б
е
л
и
н
а
 н
а
 ф
и
л
м
а
,  
h
 (
n
m
)
Време,  t (sec)
1×10-4 mol/l C12G2 pH = 3.8 (филм 9)
BSA:C12G2 = 1:100 pH = 3.8 (филм 2) 
y = -0.046x + 4.545
y = -0.054x + 4.551
3.7
3.9
4.1
4.3
4.5
4.7
0 2 4 6 8 10 12 14
ln
h
Време,  t (sec)
филм 2 
филм 9
равновесна 
дебелина 50 nm
 
Фиг. 40. h(t)и lnh(t) зависимости за филми от индивидуални разтвори на C12G2 с 
потисната електростатика и от смесен разтвор BSA:C12G2 = 1:100, pH=3.8.  
2. Оценки за понижението на плътността на повърхностния заряд в смесения 
филм от разтвор с pH=4.9 и за увеличаването му във филм от разтвор с при pH=3.8 са 
направени на базата на данни за q0 (повърхностен потенциал), изчислени чрез 
равновесната дебелина и капилярното налягане. От стойностите на q0, представени във 
Таблица 5 се вижда, че адсорбцията на C12G2 на филмовите повърхности от разтвор на 
чисто C12G2 (1×10-4 mol/l) понижава q0 от -1.6 mC/m2 (за фазовата граница въздух/вода) 
до -0.23 mC/m2, което съотвества на редуцирането на 8.61015 отрицателни заряда. 
Оцененият заряд на фазовите граници на филма от смесения разтвор BSA:C12G2=1:100 
е -0.2 mC/m2, което съотвества на редуцирането на още 1.61014 отрицателни заряда, 
което вероятно се осъществява от адсорбиралите се BSA/C12G2 асоциати. 
3. Съпоставени бяха h(t) зависимостите за филм от C12G2 с напълно потисната 
електростатична стабилизация с тази за филм от смес BSA:C12G2=1:100, но с pH=3.8, 
при което BSA молекула е положително заредена  (15 положителни заряда на всяка 
BSA молекула [BoЁhme et al., 2007])..  
Таблица 5. Данни за равновесните параметри филми от C12G2 (110-4 mol/l), от смес 
(1:100) при pH=4.9 и pH=3.8.  
BSA:C12G2 рН heq, nm , mV q0, mC/m2 
0:1 4.9 91.5 ± 0.9 26.7  0.5 0.23  0.004 
1:100 4.9 67.7 ± 0.8 20.0  0.6 0.20  0.01 
1:100 3.8 45.2 ± 0.5 11.2  0.8 0.35  0.04 
Ако адсорбционният слой в смесения филм е изграден изцяло само от C12G2, при 
pH=3.8, той трябва да има кинетично и равновесно поведение на филм от чисто C12G2 с 
потисната електростатична стабилизация, т.е. коефициентът му на изтъняване трябва да 
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е близък до този на филма от C12G2 и равновесното му състояние да отговаря на 
Нютонов филм. От Фиг.40 се вижда, че този филм изтънява малко по-бавно от C12G2 
филма и достига до CF с дебелина 50 nm, с потенциал +13.0 mV и повърхностен заряд 
0.39 mC/m2 т.е., полученият филм е електростатично стабилизиран. Зарядът на 
филмовите фазови граници може единствено да се свърже с адсорбцията на BSA/C12G2 
асоциати, чрез която се внасят +3.91015 заряда и фазовата граница се презарежда с 
положителен заряд 
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Фиг. 41. Абсорбционни спектри на: смесен разтвор на C12G2:BSA=1:100, pH 4.9; на 
разтвора, изтекъл при изсушаване на пяната; на разтвора, получен от разтваряне на 
''сухата'' пяна.  
4. Реалното присъствие на BSA/C12G2 асоциати на филмовите фазови граници бе 
проверено и чрез образуване на пяна от разтвор на BSA и от смесен разтвор 
BSA:C12G2=1:100, pH=4.9. Концентрацията на албумина в тези разтвори бе определена 
спектрофотометрично. Установено бе, че пяната от разтвора на чист BSA e нестабилна 
(Фиг. 42аб).  
Таблица 6. Данни, получени от експериментите със „суха пяна” 
Експеримент № 
Начална 
концентрация 
на BSA, mol/l 
Концентрация на 
BSA в разтвора от 
сухата пяна, mol/l 
% 
1 1.00×10-6 2.00×10-7 18.37 
2 1.00×10-6 1.78×10-7 16.33 
3 1.00×10-6 1.60×10-7 15.55 
Образуваната пяна от смесения разтвор бе стабилна (Фиг. 42в). Тя бе изсушена под 
налягане до степен на образуване Нютонови филми в нея (Фиг. 42г), след което бе 
разтворена. Концентрациите на разтвора, изтекал от пяната в процеса на изсушаване й 
 63 
 
и на разтвора, получен след разтваряне на сухата пяна бяха определени при същите 
условия (фиг. 41). Намерено бе, че белтъкът на филмовите фазови граници в сухата 
пяна е средно 16%.  
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Фиг. 42. Снимки на “мокра” и “суха” пяна, получена от разтвор на BSA (1×10-6 mol/l) 
или от смесения му разтвор с молно съотношение 1:100 и pH=4.9. 
3.5.3. Хипотеза за състава на пенни филми от смесени разтвори на BSA и C12G2 с 
различно молно съотношение  
На базата на данни от повърхностното напрежение на индивидуалните и смесени 
разтвори, AFM изображенията, вискозитета на разтвора, размера на BSA/BSA 
агрегатите, еволюционните картини, изтъняването и равновесната дебелина на филмите 
е предложена хипотеза за състава на изследваните пенни филми и техните фазови 
граници. Хипотезата е визуализирана чрез схемата, представена на Фиг. 43. Схемата се 
състои от четири части: а) пенни филми от разтвор на BSA 1×10-6 mol/l; б); в); г) пенни 
филми от смесени разтвори BSA:C12G2=1:7.5; 1:50; 1:100.  
Разтворът на чист BSA е с концентрация, съответстваща на тази за образуване на 
запълнен монослой (фиг. 21). Изоелектричното pH на разтвора улеснява агрегацията 
между BSA молекули в него, което води до образуване на BSA/BSA агрегати. Това се 
потвърждава от стойността на оценения вискозитет на разтвора – по-висок от този на 
разтвора с нативни BSA молекули, както от тези на смесените разтвори (Таблица 4). 
При агрегирането молекулите взаимодействат с хидрофобните си части и ориентират 
хидрофилните към разтворителя. Поради тази причина агрегатите са повърхностно 
неактивни и остават в разтвора или в под-повърхностния слой. Следва, че 
адсорбциония слой е изграден от BSA молекули. По-високите стойности на 
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вискозитета във филма, определен от изтъняване му след 100 nm, показва, че 
адсорбционният слой е силно структуриран, поради контакти между молекулите в него, 
осъществени в резултат на хидрофобни сили на взаимодействие. Според AFM-
микроскопията дебелината на адсорбционния слой, получен от този разтвор, е от 
порядъка на 4 nm, тъй като в AFM изображенията преобладават високите пикове (3.5-
4.0), което е и доказателство, че BSA молекули са в „side-on” позиция. Грапавостта на 
слоя е висока, което показва, че той е неравномерен. 
Филми, получените от разтвора на чист BSA изтъняваха най-бавно и достигаха 
до черни филми с термодинамични параметри - дебелина 11 nm, контактен ъгъл 1.1 
градусa и излишък на напрежението 1.8710-2 mN/m. Стойностите на тези параметри и 
визуалните картини от еволюцията му на изтъняване сочат към образуване на CBF, 
които са образувани от два запълнени, структурирани, неравномерни BSA слоя и 
течната прослойка с агрегати и единични BSA молекули. 
Данните за взаимодействието между BSA и C12G2 в смесения разтвор с молно 
съотношение 1:7.5, получени чрез флуориметрия и тензиометрия, показаха, че степента 
на покриване на хидрофобните участъци в молекулата на BSA от C12G2 молекулите е 
около 20 % и че към всяка молекула белтък в хидрофобния и джоб се свързва една 
C12G2 молекула. Тези два независими количествени параметъра показват, че в този 
смесен разтвор се образуват BSA/C12G2 асоциати. Структурата им не се различава 
съществено от тази на нативния белтък, което следва от данните за промяната на 
флуоресценцията (фиг. 15), според които стойността на флуоресценция F на смесения 
разтвор 1:7.5 се колебаe около F0 за чистия албумин. Все пак свързването на C12G2 води 
до някаква лиофилизация на албуминовата молекула. Високите стойности за 
вискозитета на разтвора и радиуса на образувалите се структури (Ra) показват, че във 
вътрешността на филма се образуват и BSA/BSA агрегати. Стойността на 
повърхностното напрежение на този смесен разтвор е несъществено по-ниска от тази на 
разтвора от BSA, което предполага, че адсорбционният слой е изграден от BSA/C12G2 
асоциати и единични C12G2 молекули. Това се подкрепя от AFM данните, според които 
отношението между високите и средни пикове е 1:1. Намалението на грапавостта на 
слоя показва, че адсорбционният слой по структура е по- хомогенен.  
Пенните филми от разтвора с това молно съотношение изтъняват по-бързо от 
филмите от разтвор на чист BSA. Филмите са силно неравномерни по дебелина и 
остават такива до равновесното си състояние, дори в тях се затварят лещи от 
разтворителя. Това показва, че филмовите им фазови граници са с по-високата 
способност за нагъване, което означава, че те не са структурирани, тъй като 
взаимодействието в тях е по-слабо. Според визуалната картина филмите са NF, но 
равновесната им дебелина около 17 nm. За да има корелация между визуалните картини 
и измерената дебелина трябва адсорбционият слой да е бислой от BSA/C12G2 асоциати, 
ориентирани с хидрофобните си части към дисперсната фаза. Образуването на бислой 
от BSA на фазовата граница разтвор/въздух е намерено в изследванията [Marinova et al., 
2013; Станимирова, 2014; Engerhardt, et al., 2012]. Това противоречи на нашите AFM 
данните за дебелината на слоя, според които той трябва да е монослой. Вероятната 
причина за това противоречие е, че при пренасяне на слоя върху субстрата, той се 
разкъсва на две части, тъй като според литературата [Engerhardt, et al., 2012] 
взаимодействието между тях е слабо и е с ван дер Ваалсова природа. 
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Според флуоресцентните данни за смесения разтвор с молно съотношение 1:50 
степента на покритие на хидрофобните участъци в молекулата на BSA с C12G2 
молекули е 65 %, а според тензиометричните данни към всяка молекула белтък се 
свързват до 18 молекули C12G2. Следва, че в този разтвор взаимодействието между BSA 
с C12G2 е съществено и е в резултат от хидрофобни и кооперативни взаимодействия. В 
резултат на затварянето и свързването на C12G2 молекули в или върху албуминовата 
молекула се образуват BSA/C12G2 асоциати. В тях белтъчната молекула е частично 
разгъната в областта на кооперативното свързване. Асоциатите са с по-висока степен на 
лиофилизация, което намалява повърхностната им активност спрямо тази на C12G2. 
Лиофилизацията на BSA молекули, обаче препятства агрегирането, което се 
потвърждава от намаления размер на агрегатите в този разтвор. Отчитайки 
повърхностната активност на C12G2 молекулите, асоциатите и агрегатите следва, че 
адсорбционният слой, образуван от този разтвор е смесен и е от C12G2 молекули и 
BSA/C12G2 асоциати. Близките стойности на повърхностното напрежение на смесения 
разтвор и на индивидуалния разтвор на C12G2 (фиг. 23а) показват, че в слоя 
доминиращо е присъствието на C12G2 молекулите. Това се потвърждава и от AFM 
изображенията, според които грапавостта на слоя е по-малка. В AFM изображенията 
има пикове с височина 1.5-2.0 nm, което подкрепя присъствието на BSA/C12G2 
асоциати, но с по-малък размер от тези в слоя от разтвор 1:7.5. Образуването на смесен 
адсобционен слой се подкрепя и от анализа на еволюциите на изтъняване на филмите 
от смесен разтвор 1:50 направен в Глава 3.4, според който в тях има етапи, характерни 
за филмите от нискомолекулни вещества и етапи, типични за филмите от белтъци. 
Установено бе, че като цяло еволюцията на филмите със свежи повърхности прилича 
повече на тези за филмите от нискомолекулно ПАВ, докато еволюцията на филмите с 
остарели повърхности, до критичното състояние, повтаря еволюцията на филма от 
белтък. Това означава, че във филмите със свежи повърхности преобладават C12G2 
молекули, докато в тези с остарели повърхности те се изместват от асоциатите. От 
равновесната дебелина на пенните филми, която е 13 nm следва, че филмите от 
разтвора с молно съотношение 1:50 са CBF и са изградени от два смесени 
адсорбционни слоя и течна прослойка, съдържаща BSA/BSA агрегати, BSA/C12G2 
асоциати и C12G2 молекули. 
Според данните от тензиометрията в смесения разтвор с молно съотношение 
1:100 към една молекула албумин се свързват повече от 20 молекули C12G2. Според 
флуориметричните данни в образуваните BSA/C12G2 асоциати белтъчната молекула е с 
променена конформация. Измерената стойност на повърхностното напрежение за този 
смесен разтвор е почти еднаква с тази от индивидуален разтвор на C12G2 (1×10-4 mol/l), 
което означава, че адсорбционният слой е изграден от молекули C12G2. Според 
стойностите на вискозитета, измерен от филмовото изтъняване преди и след 100 nm 
следва, че в разтвора и във филма няма агрегати. Еволюцията на ПФ, равновесното им 
състояние на NBF (heq=9 nm) са доказателства, че филмовите повърхности са запълнени 
от C12G2 молекули. Забавеното разпространение на нютоновото петно в тези филми, 
обаче предполага, че в тях има и единични ко-адсорбирани BSA/C12G2 асоциати. Това 
бе доказано количествено от данните за дебелината на филма и повърхностния му 
заряд, когато е получен от разтвор със същото молно съотношение 1:100, но с pH=3.8. 
Наличието на BSA/C12G2 асоциати на филмовите фазови граници бе доказано и чрез 
данните от експеримента със „суха“ пяна. 
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Фиг. 43. Хипотеза за състава на разтвора и фазовите граници на пенни филми, образувани от разтвор на BSA (1×10-6 mol/l) и от 
неговите смесени разтвори с C12G2 с молно съотношение 1:7.5, 1:50, 1:100, при рН=4.9.
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ОСНОВНИ РЕЗУЛТАТИ И ИЗВОДИ 
1. Чрез флуоресценция и тензиометрия е изследвано взаимодействието между BSA и 
C12G2 в смесените им разтвори. Чрез данни за  (степен на покритие на хидрофобните 
участъци на BSA от молекулите на C12G2) и  (брой свързани молекули на C12G2 върху 
една BSA молекула) е показано, че взаимодействието в широк концентрационен 
интервал на C12G2 (до 510-5 mol/l) се управлява от хидрофобни сили и се заключава в 
свързване на малтозида в хидрофобните “джобове” на албумина; кооперативно 
взаимодействие между молекулите на C12G2 с молекулата на албумина се осъществява 
при концентрации близки до ККМ на C12G2. Данните за взаимодействието позволяват 
изследваната смес да бъде използвана в широк интервал от концентрации на C12G2. 
2. С метода на Вилхелми са регистрирани кинетиките на повърхностното 
напрежение на: разтвори от BSA (1×10-6 mol/l c различно pH), смесените му разтвори с 
C12G2 (1:7.5; 1:50; 1:100) и разтворите на C12G2 с концентрации, съответстващи на тези в 
смесите. Намерено е че,  
 кинетиката на адсорбция на BSA се влияе от pH на разтвора, което е свързано с 
различния заряд и конформация на BSA молекула; 
 кинетиките на повърхностното напрежение на всички изследвани смесени 
разтвори са по-бързи от тези на индивидуалните вещества и равновесните стойности на 
повърхностното напрежение са по-ниски, което е доказателство за синергизъм по 
отношение на повърхностното напрежение; 
 съпоставката на кинетиките на повърхностното напрежение на смесените 
разтвори с тези на индивидуалните вещества показа, че от изследваните смесени 
разтвори се образуват смесени адсорбционни слоеве с доминиращо присъствие на 
BSA/C12G2 асоциати или на C12G2 в зависимост от молното съотвошение на разтвора; 
 според кривите (t), анализирани с теорията на Ярд и Тордей при t→0 и t→∞, 
адсорбцията на BSA е дифузионно контролирана, тъй като стойността на дифузионния 
коефициент (1×10-9 m2/s), изчислен от зависимостта =(t1/2), е по-висок от 
дифузионния коефициент на нативната молекула на BSA в разтвор (5.9×10-11 m2/s); има 
добрата корелация между експериментално измерените (exp) и изчислените стойности 
на равновесното повърхностно напрежение (th).  
3. Чрез атомно силова микроскопия са регистрирани топографиите на адсорбционите 
слоеве от разтвори на BSA, C12G2 и смесите им. Анализът на изображенията показа, че: 
 адсорбционният слой от чист BSA е нехомогенен монослой, но неговата 
доминираща дебелина е 3.5-4.0 nm, което показва, че BSA молекули са в „side-on” 
позиция в него;  
 адсорбционните слоеве от смесените разтвори са с по-малка дебелина и тя 
намалява с увеличаване на молното съотношението между BSA и C12G2; пикове с 
дебелина 3.5-4.0 nm, съответстващи на BSA/C12G2 асоциати, не преобладават в тях, но 
тяхното присъствие е доказателство за образуване на смесен адсорбционен слой от 
C12G2  и BSA/C12G2 асоциати; 
 грапавостта на слоя (Ra) намалява с увеличаването на концентрацията на C12G2, 
което е индиректно доказателство за намаляване на броя на BSA/C12G2 асоциатите в 
адсорбционния слой и за преобладаващото присъствие на молекулите на C12G2.  
4. Получени са пенни филми от BSA, C12G2 и смесените им разтвори със състав, 
съответстващ на характерни точки от изотермата на eq. Чрез модифициран 
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интерферометричен метод са регистрирани еволюциите им на изтъняване. Чрез 
анализ на видеозаписите са определени: радиусът на филма; дебелината му като 
функция от времето; моментът на критичното състояние (зараждането на черно петно); 
дебелината в различни области от филма при критичното състояние; 
характеристичните времена и  равновесните му параметри. 
4а. Установено е, че филмите от разтвор на чист BSA изтъняват най-бавно и са с най-
равномерна дебелина (от порядъка 11 nm), съответстваща на 2 хидратирани 
адсорбционни слоя, според данните от AFM. 
4б. Филмите от смесените BSA:C12G2 разтвори изтъняват с образуването на димпъл и 
остават с неравномерна дебелина до прехода си в Нютонови филми.  
4в. От h(t) и lnh(t) зависимостите, построени за различни области от филма, за първи 
път, е определен коефициентът на изтъняване (). За същите области е определена и 
дебелината в момента на критичното състояние. Намерено е, че: 
 големината на филмовия радиус и състава на смесените разтвори не променят 
съществено стойностите на област с първо черно петно и hобласт с първо черно петно; 
 стойностите на в други области в началния период на филмовото изтъняване са 
близки до тези в петното, но изтъняването в тези области спира в околността на 
критичното състояние; 
 намерената голяма разлика в стойностите на дебелината по периферията на 
филма и тази в други области от него показва, че за белтъчни филм понятието 
критичната дебелина трябва да се актуализира; 
 влиянието на филмовия радиус, коефициента на изтъняване, молното 
съотношение в сместа белтък/ПАВ и степента на старост на филмовите повърхности 
върху стойността на характеристичните времена 0-1 и 1-2 показва, че те могат да се 
използват като параметри за кинетичното поведение на белтъчни филми. 
5. Предложена е процедура за определяне на вискозитета в разтвор и във филм въз 
основа на филмовото изтъняване преди и след 100 nm. Намерено е, че стойностите на 
оценения вискозитет, получен от изтъняването на филмите, от разтвори на BSA и 
сместа му със съотношение 1:7.5 са по-високи от измерените в обема, докато оценените 
от филмите от разтвори с молно съотношение 1:50 и 1:100 са в съответствие с 
вискозитета на нативния белтък (1.04×10-3 Pa.s).  
5а. Изчислен е радиусът R на частиците в разтвор и във филма, въз основа на данните 
за оценения вискозитет и уравнението на Айнщайн. Намерено е намаление на степента 
на агрегация между BSA молекули в смесените разтвори, което е свързано с 
взаимодействието им с C12G2 молекулите, водещо до хидрофилизация на белтъчната 
молекула;  
6. Предложен е нов подход за оценяване на ко-адсорбцията на BSA в пенен филм чрез: 
съпоставка на изтъняването и равновесните параметри на филми от смесен разтвор 
на BSA и C12G2 с молно съотвошение 1:100 и pH=4.9 и 3.8 с тези на филми от разтвори 
на C12G2; данни за концентрацията на BSA в разтвора получен след разтварянето на 
„сухата пяна“.  
6а. Присъствието на BSA/C12G2 асоциати на фазовите граници на филма от смесения 
разтвор с молно съотвошение 1:100 е доказано чрез данни за: 
 забавянето в кинетиката на изтъняване и разширението на черното петното 
на/във филма;  
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 намалението на дебелината и плътността на повърхностния заряд на филма от 
смесения разтвор, спрямо тези за филма от C12G2 при pH=4.9; 
 презареждането на филмовите повърхностите с положителен заряд при промяна 
на pH на смесения разтвор от 4.9 на 3.8; 
 концентрацията на BSA (16%) в черните Нютонови филми, определена за 
разтвора от „сухата пяна”  
6б. Показано е, че комбинацията от ко-адсорбцията на BSA/C12G2 асоциати на 
филмовите фазови граници и промяната на pH на смесения разтвор позволява 
използването на BSA като полиелектролит за финно регулиране на стабилността на 
пяна, получена от физиологични течности или в системи, в които внасянето на 
електролит е нежелателно.   
7. На базата на данните за: взаимодействието между BSA и C12G2; дебелината на 
адсорбционния слой от AFM изображенията; вискозитета във филма и равновесните 
му параметри е предложена хипотеза за състава на филмите. Показано е, че:  
 в разтвора от сместа 1:7.5 се формират BSA/BSA агрегати и BSA/C12G2 асоциати, 
които са частично лиофилизирани; филмовите повърхности са смесени адсорбционни 
слоеве от BSA/C12G2 асоциати и C12G2; 
 в разтвора от сместа 1:50 нараства броя на BSA/C12G2 асоциатите, а намалява 
големината на BSA/BSA агрегатите; филмовите повърхности са смесени адсорбционни 
слоеве с доминиращо присъствие на C12G2 молекули; 
 в разтвора от сместа 1:100 няма BSA/BSA агрегати, а BSA/C12G2 асоциатите са 
напълно лиофилизирони и не са повърхностноактивни; филмовите повърхности са 
слоеве от C12G2 молекули с ограничен брой BSA/C12G2 асоциати. 
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ПРИНОСИ В ДИСЕРТАЦИЯТА 
1. Чрез два независими метода - тензиометрия и флуориметрия е изследвано 
взаимодействието между говежди серумен албумин и нейонното захаридно ПАВ n-
додецил--D-малтозид в смесени разтвори с различни молни съотношения (от 1:0.5 до 
1:200). Екпериментално определените стойности за  и   показват, че взаимодействие 
между BSA и C12G2 в разтвори до молно съотношение 1:50 се осъществява в резултат 
на хидрофобни сили и не води до съществени промени в структурата на албумина. Това 
позволява изследваната двойка да бъде използвана в широк спектър от съотношения 
при производството и съхранение на биологично активни вещества. 
2. От кинетиката на повърхностното напрежение и AFM изображенията на 
адсорбционните слоеве на/от индивидуалните и смесените разтвори на BSA и C12G2 е 
заключено, че се образуват смесени адсорбциони слоеве от двете вещества и техният 
състав зависи от концентрацията на C12G2.  Дебелината и грапавостта на адсорбционите 
слоеве, от смесените разтвори, намаляват с увеличаване на молното съотношение 
между BSA и C12G2.  
3. Чрез модифициран интерферометричен метод са регистрирани еволюциите на 
образуване и изтъняване на пенни филми от разтвори на BSA, C12G2 и от смесените им 
разтвори. От тях са получени количествени данни за равновесното и кинетичното 
поведение на филмите. За първи път, количествено скоростта на изтъняване на филми 
от смесени разтвори, с участието на белтък, е представена чрез коефициента на 
изтъняване ( експериментално определен в различни области от филма. 
Генерираните данни за могат да бъдат използвани за получаване на уравнения за 
изтъняването на филми от белтъци.  
4. Въз основа на данни за дебелината, в различни области от филма, е изказано 
становището, че параметърът критична дебелина губи класическия си смисъл за 
белтъчен филм. Предложено е, като количествен параметър за кинетичното поведение 
на филми от смесени разтвори, с участието на белтъци, да се използват 
характеристичните временаи 
5. Предложен е нов подход за оценяване на ко-адсорбцията на BSA в пенен филм 
чрез: съпоставка на изтъняването и равновесните параметри на филми от смесен 
разтвор на BSA и C12G2 (с молно съотвошение 1:100 и pH=4.9 и 3.8) с тези на филми от 
разтвори на C12G2; данни за концентрацията на BSA, в разтвора, получен след 
разтварянето на „сухата пяна“. Показано е, че комбинацията от ко-адсорбция на BSA 
на филмовите фазови граници и промяна на pH на смесения разтвор позволява 
използването на BSA като полиелектролит за финно регулиране на стабилността на 
пяна от физиологични течности, в които внасянето на електролит не е желателно . 
6. На базата на данни: (i) за взаимодействието между BSA и C12G2; (ii) за 
повърхностното напрежение на разтворите; (iii) от AFM изображенията; (iv) за 
вискозитета; (v) за кинетичното поведение и равновесното състояние на филмите е 
предложена хипотеза за състава на пенните филми от смесени разтвори на BSA и C12G2. 
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